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Recenti studi evidenziano come mutazioni in geni coinvolti nel riparo del 
DNA, oltre ai principali geni di predisposizione BRCA1 e BRCA2, possono 
aumentare il rischio di sviluppare cancro alla mammella e alle ovaie. La 
risposta a determinate terapie dipende fortemente da eventuali 
alterazioni genetiche germinali o tumore-specifico all'interno di questi 
geni. Alcuni tumori sporadici, o in pazienti non selezionati per storia 
familiare, mostrano proprietà cliniche, patologiche e molecolari simili ai 
tumori ereditari BRCA-mutati, una condizione definita BRCAness. Tra 
questi ci sono alcuni tra i tumori che non esprimono i recettori ormonali 
(ER e PR) e Her2, definiti tripli negativi (Triple Negative Breast Cancer, 
TNBC): essi rispondono alla chemioterapia con agenti alchilanti, in modo 
simile ai BRCA mutati, ma hanno un alto rischio di recidiva e di 
progressione della malattia. Al fine di sviluppare terapie più mirate per 
questo specifico sottotipo di tumore, potrebbe essere rilevante 
individuare una correlazione tra la risposta alla terapia neoadiuvante con 
antracicline e taxani ed eventuali mutazioni germinali in geni 
principalmente coinvolti nel riparo del DNA. Con il fine di caratterizzare i 
TNBC è stata testata la presenza di mutazioni germinali nei geni BRCA1, 
BRCA2, CHEK2, BRIP1, PALB2, TP53, PTEN, STK11, CDH1, BARD1, MLH1, 
MRE11A, MSH2, MSH6, MUTYH, NBN, PMS1, PMS2, RAD50, RAD51C, 
RAD52, 53BP1, PARP1, ERCC1, coinvolti principalmente nei meccanismi di 
riparazione del DNA, tramite la tecnologia Next Generation Sequencing 
(NGS) “Ion Torrent” in pazienti trattati con terapia neoadiuvante con 
taxani e antracicline. Sono state selezionate 16 pazienti con TNBC in 
terapia neoadiuvante con almeno 3 cicli di FEC (Fluorouracile, Epirubicina, 
Ciclofosfamide) e taxani presso il Polo Oncologico del Santa Chiara di Pisa. 
Per ciascuna paziente è stato collezionato un campione di sangue 
periferico, da cui è stato estratto il DNA genomico. La strategia adottata 
per il sequenziamento è quella del target-resequencing. La costruzione 
delle librerie è stata effettuata con PCR multiplex. Con il software “Ion 
AmpliSeq™ Designer” è stato costruito un pannello di primers per 
analizzare le sequenze codificanti e le regioni fiancheggianti gli esoni dei 
geni selezionati. Le librerie di ampliconi sono state costruite in modo tale 
III 
 
di poter analizzare più pazienti contemporaneamente, utilizzando dei 
barcode nucleotidici. Ogni libreria è stata purificata e amplificata 
clonalmente sulla superficie di microsfere, successivamente caricate su un 
chip semiconduttore. Il sequenziamento è stato effettuato con il 
sequenziatore “Personal Genome Machine” (PGM). La raccolta e 
l’elaborazione dei dati è stata eseguita dalla workstation Torrent Suite 
(TS). I file VCF sono stati generati dal sofware “Ion Reporter 1.6” ed i file 
BAM e BAI sono stati visualizzati  con Interactive Genome Viewer (IGV), 
per identificare eventuali artefatti di sequenza. L’annotazione delle 
varianti è stata eseguita con wANNOVAR e con Variant Effect Predictor 
(VEP). In seguito al sequenziamento NGS sono state ottenute 232 varianti. 
Di queste, 110 varianti sono di tipo esonico, 132 varianti cadono in regioni 
non codificanti. Per selezionare le varianti probabilmente deleterie, le 
varianti esoniche sono state filtrate con i software di predizione di 
deleteriosità e conservazione SIFT, PolyPhen-2, LRT, Mutation Taster e 
PhyloP per rimuovere le varianti neutrali. Sono state considerate anche le 
varianti di splicing e le In/Del eterozigosi non localizzate in regioni 
omopolimeriche. Sono state selezionate 34 varianti uniche e 5 presenti in 
più pazienti. In seguito a sequenziamento diretto sono state confermate 
28 mutazioni. Per approfondire il significato funzionale di queste varianti è 
stato fatto un confronto con la letteratura scientifica e con i principali 
database di varianti (LOVD, BIC, dbSNP), concludendo che 12 varianti 
predette deleterie hanno un effetto neutrale, mentre le restanti 16 sono 
probabilmente deleterie. In cinque pazienti non è stata identificata alcuna 
mutazione deleteria. È  possibile osservare la tendenza ad una migliore 
risposta alla terapia nei pazienti con almeno una mutazione patogenetica. 
Questo risultato andrebbe confermato aumentando la coorte dei pazienti 
analizzati per poter osservare differenze statisticamente significative. 
Questo studio ha evidenziato le potenzialità dell’approccio NGS, per 
l’analisi di molti geni in tempi ristretti. In questo lavoro sono state 
identificate 6 mutazioni mai osservate prima che necessitano di 
un’ulteriore indagine per chiarine il significato funzionale, e l’eventuale 
loro coinvolgimento nella tumorigenesi. Inoltre,  ha permesso di 
identificare delle mutazioni con chiaro significato patogenetico, anche su 
geni che normalmente non sono analizzati nella consulenza genetica per il 
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tumore alla mammella, in pazienti senza sospetta familiarità. Questo 
lavoro può porre le basi per uno studio più ampio che potrebbe avere  
ripercussioni utili dal punto di vista clinico e che potrebbe indirizzare verso 


























Recent studies show that mutations in DNA repair genes, in addition to 
BRCA1 and BRCA2, may enhance the risk of develop breast and ovarian 
cancer. Some pathological responses to chemotherapy are strongly 
influenced by germ-line or somatic tumor-specific mutations in these 
genes. Sporadic cancers that have clinical, and pathological features 
similar to hereditary BRCA-mutated tumors are called BRCAness. Among 
these tumors, some do not express hormonal receptors (ER and PR) and 
HER2 and they are described as Triple Negative Breast Cancer (TNBC). 
TNBCs respond to alkylating-based chemotherapy, but they have high risk 
of relapse and progression. In order to develop more personalized therapy 
for this subtype of tumor, would be relevant to define a correlation 
between the response to neoadjuvant chemotherapy with anthracyclines 
and taxanes and germ-line mutations mainly in DNA-repair related genes. 
The aim of this thesis was the identification of a genetic signature able to 
predict which one of patients who undergo to neoadjuvant chemotherapy 
will respond. For this purpose were analyzed all the coding regions and 
the exon-intron boundaries of 24 genes mainly involved in the process of 
DNA repair such as BRCA1, BRCA2, CHEK2, BRIP1, PALB2, TP53, PTEN, 
STK11, CDH1, BARD1, MLH1, MRE11A, MSH2, MSH6, MUTYH, NBN, PMS1, 
PMS2, RAD50, RAD51C, RAD52, 53BP1, PARP1, ERCC1. For this purpose 
was used the Next Generation Sequencing (NGS) “Ion Torrent” technology 
for analyze TNBC patients who received at least 3 cycles of neoadjuvant 
with FEC (Fluorouracil Epirubicin Cyclophosphamide) and taxanes at 
Oncologic Centre of Santa Chiara Hospital, Pisa. For 16 patients, genomic 
DNA was extracted from peripheral blood. The strategy adopted was 
target re-sequencing. Libraries construction were made by Multiplex PCR 
and “Ion AmpliSeq™ Designer” was used for the drawing of primers. The 
region of interest for each gene selected was defined as the coding 
sequence and the exon-intron junctions. Barcodes were used to analyse 
more samples at once. Each library was purified and clonally amplified on 
the surface of micro-beads, then loaded on a semiconductor chip. 
Sequencing was performed by “Personal Genome Machine” (PGM). Base 
VI 
 
calling and elaboration was executed by the Torrent Suite (TS) and “Ion 
Reporter 1.6”, which generated VCF files. Integrative Genome Viewer 
(IGV) was used to identify sequencing artefacts visualizing BAM and BAI 
files. The annotation of variants was performed by wANNOVAR or Variant 
Effect Predictor (VEP). By NGS 232 variants were identified: 110 were 
exonic variants, 132 were in non-coding regions. To identify the exonic 
most probably deleterious variants, prediction software like SIFT, 
PolyPhen-2, LRT, Mutation Taster e PhyloP, were used to remove the 
neutral ones. Moreover splicing variants and heterozygous In/Del, not 
localized in homopolymeric regions, were considered probably 
deleterious. This selection identified 34 unique variants and 5 variants 
occurring in more patients. Using Sanger sequencing, the presence of 28 
variants was confirmed. In order to clarify the clinical and functional 
impact of these variants a literature search was done using the principals 
variants database (LOVD, BIC, sbSNP) and Pubmed. 12 variants predicted 
deleterious were actually neutral, conversely the other 16 were actually 
probably deleterious.  In 5 patients, there were no damaging variants 
identified. It is possible to observe a better therapy outcome within 
patients carriers of at least one probably deleterious mutation. This 
finding should be confirmed improving the number of analyzed patients in 
order to observe a statistically significant difference. This study highlights 
the power of NGS for a fast and cheap analysis of many genes at once. 6 
novel mutations were identified. These ones need further investigation for 
the functional significance and the possible involvement in tumorigenesis. 
Furthermore, this study allowed the identification of clearly pathogenetic 
variants in predisposition genes not routinely-analyzed. This work can 
provide the basis of a larger study which could produce useful information 
































Sigle e abbreviazioni 
 
 AQ: Alignment Quality 
 BAI: BAM index 
 BAM: Binary Alignment/MAP 
 BER: Base Excission Repair 
 FASTA: Fast All 
 HBOC: Hereditary Breast and Ovarian Cancer 
 HR: Homologous Recombination 
 MMR: Mismatch Repair 
 NER: Nucleotide Excission Repair 
 NGS: Next Generation Sequencing 
 NHEJ: Non Homologous-End Joining 
 PGM: Personal Genome Machine 
 TN: Triplo Negativo 
 TNBC: Triple Negative Breast Cancer 
 TNM: Tumor Nodule Metastasis 
 TS: Torrent Suite 
 VCF: Variant Call Format 
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Il tumore alla mammella 
Nella donna circa il 50% di tutte le neoplasie è rappresentato dal tumore 
della mammella, il tumore dei polmoni e dei bronchi e dal tumore colon-
rettale. Il tumore alla mammella è il più frequente (29%) e per mortalità è 
secondo solo al tumore del polmone; nell’arco della vita, stime per classi di 
età, indicano che può essere sviluppato in 1 donna su 8, come indicato in 
Tabella 1 (Siegel, Naishadham et al. 2013). 
 
Tabella 1  Probabilità, in percentuale, di sviluppare un cancro invasivo per classi di età e genere nella popolazione 
americana. Dati ricavati dal 2007 al 2009 (Siegel, Naishadham et al. 2013) 
Il tumore alla mammella ha una eziologia complessa, influenzata sia da 
fattori ambientali che genetici. Studi epidemiologici hanno evidenziato che 
l’esposizione ad ormoni endogeni ed esogeni, specialmente estrogeni ed 
androgeni possono promuovere il tumore alla mammella. Fattori come una 
precoce età al menarca, una tardiva menopausa, l’uso di contraccettivi orali 
e/o terapie ormonali sostitutive possono aumentare considerevolmente il 
rischio di tumore (Key, Appleby et al. 2002, Kaaks, Berrino et al. 2005, Kaaks, 
Rinaldi et al. 2005). Altri fattori di rischio comprendono l’età, la storia 
familiare, l’età della prima gravidanza, l’esercizio fisico, il consumo di alcool e 
di tabacco. (Bissonauth, Shatenstein et al. 2008, Rim and Chellman-Jeffers 
2008). 
I tumori alla mammella possono essere sporadici o familiari. I casi sporadici 
sono circa il 70% ,il rimanente 30% è di tipo familiare, che in parte può 
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essere spiegato da una predisposizione genetica (Ellsworth, Decewicz et al. 
2010). L’ipotesi che il cancro alla mammella potesse essere familiare o 
ereditario è stata proposta nel 1757 da Le Dran che descrisse il caso di una 
giovane donna di 19 anni affetta da tumore alla mammella, come la zia e la 
nonna materna che erano morte per la stessa patologia (Eisinger, Sobol et al. 
1998). Successivamente nel 1866 Broca  analizzò la famiglia della propria 
moglie, costituita da dieci donne distribuite su quattro generazioni e, 
compresa la moglie, malate di tumore alla mammella. Riuscì così a 
raccogliere sufficienti informazioni per dimostrare la natura ereditaria di tale 
patologia (Broca 1866, van der Groep, van der Wall et al. 2011). Nel 1994 è 
stato identificato il primo dei geni associati ad un aumentato rischio di 
carcinoma alla mammella: BRCA1. Nel 1995 è stato clonato un secondo 
gene: BRCA2. Ad oggi sono stati identificati numerosi altri geni, che se 
mutati, aumentano il rischio di sviluppare un carcinoma mammario. Nei 
portatori di mutazioni su BRCA1 e BRCA2 si osserva un aumento del rischio di 
sviluppare il tumore alla mammella fino all’80% e del cancro ovarico fino al 
50%. 
I tumori alla mammella che si sviluppano in seguito a mutazioni costituzionali 
nei geni di predisposizione per il tumore alla mammella e per l’ovaio 
vengono definiti  come “sindrome ereditaria del tumore alla 
mammella/ovaio” (HBOC), a trasmissione autosomica dominante, a 
penetranza incompleta. . I geni BRCA1 e BRCA2 sono in grado di giustificare 
solo il 20-30% di tutti i casi di familiarità per carcinoma alla mammella, 
suggerendo che siano coinvolti numero si altri geni Nel corso degli anni, 
infatti, sono stati identificati altri geni, che se mutati, aumentano la 
suscettibilità al tumore mammario, come ad esempio PTEN, TP53, STK11, 
CHEK2, ATM e  PALB2. Mutazioni su questi ultimi predispongono alla 
malattia con una penetranza diversa rispetto ai geni BRCA1 e BRCA2. 
Considerando il rischio di tumore alla mammella conferito da mutazioni 
patogenetiche, i geni di predisposizione possono essere divisi principalmente 
in tre classi: ad alta, moderata e bassa penetranza. In Figura 1 è riportato un 
grafico semplificato che mostra i principali geni coinvolti nel tumore 




Figura 1 Circa il 30% dei tumori totali hanno caratteristiche di familiarità, di questi solo il 30% è giustificabile con 
mutazioni in geni noti, che possono essere divisi in base alla penetranza. Il rimanente 70% di casi familiari ad 
eziologia ignota potrebbe essere dovuto sia a geni non ancora identificati, come potrebbe avere una componente 
multi allelica, quindi di difficile definizione, oppure potrebbe essere spiegabile da fattori familiari non 
necessariamente correlati con la genetica, come ad esempio esposizioni ambientali o abitudini di vita (Ellsworth, 
Decewicz et al. 2010).  
Nel tumore alla mammella, la classificazione in base alle caratteristiche 
cliniche, isto-patologiche e molecolari, è molto eterogenea. La classificazione 
clinica, in ambito oncologico, viene eseguita principalmente con la 
classificazione TNM, descritta in seguito, che è in grado di dare indicazioni 
sullo stadio della malattia. La caratterizzazione patologica include molte 
variabili come l’istotipo, il grado di differenziamento delle cellule, la presenza 
e la dimensione delle metastasi loco-regionali e l’analisi immuno-istochimica 
di marcatori proteici. Le informazioni provenienti dalle indagini immuno-
istochimica sono molto utili per precisare ulteriormente la classificazione 
patologica ed ottenere delle informazioni prognostiche più accurate. Dal 
punto di vista della classificazione molecolare, nei casi a sospetta familiarità, 
in seguito a consulenza genetica, può essere utile una ricerca di mutazioni 
nei principali geni di suscettibilità. Esiste inoltre una classificazione in base al 
profilo di espressione genica. Questo tipo di caratterizzazione non viene 
eseguita in routine diagnostica e, in base alle classi di espressione osservate, 
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sono stati descritti almeno cinque sotto-gruppi tumorali: il luminale A, il 
luminale B, i basal-like, i normal-like ed i tumori con HER2 sovraespresso 
(Perou, Sorlie et al. 2000, Sorlie, Perou et al. 2001).  
Spesso la classificazione isto-patologica non rispecchia la classificazione per 
espressione genica, infatti è stato visto che donne con una classificazione 
isto-patologica simile possono avere caratteristiche molecolari di 
espressione diverse, questo potrebbe giustificare la grande variabilità 
osservata nella risposta ai trattamenti ricevuti (Gort, Broekhuis et al. 2007).  
Questa grande eterogeneità, evidenziata grazie all’uso di nuove tecnologie, 
permette di classificare in modo più accurato la patologia di ogni paziente. 
Ne consegue la possibilità di selezionare la scelta terapeutica che porti il 
maggior numero di benefici. 
Anatomia ed istologia della mammella 
La mammella è un organo ghiandolare pari e simmetrico, si presenta come 
un rilievo cutaneo sulla superficie anteriore del torace, ha la funzione di 
produrre un completo nutrimento e protezione immunologica per la prole. È 
composta da epitelio specializzato e da stroma. Sono presenti da sei a dieci 
sistemi duttali principali che drenano il latte prodotto al capezzolo. L’epitelio 
squamoso cheratinizzante della cute prosegue nei dotti e si trasforma in 
epitelio cubico bistratificato. Le diramazioni dei grandi dotti conducono alla 
fine all’unità terminale duttulo-lobulare. Nella donna adulta il dotto 
terminale si dirama in una serie di piccoli acini a grappolo per formare una 
lobulo. I dotti e i lobuli sono rivestiti da due tipi di cellule: uno strato basso, 
appiattito e discontinuo di cellule contrattili mioepiteliali giace sulla 
membrana basale e ha un importante ruolo nel mantenimento della normale 
struttura e funzione del lobulo e della membrana basale; un secondo strato 
di cellule epiteliali riveste i lumi. Le cellule deputate alla produzione di latte 
sono le cellule luminali del dotto terminale e del lobulo, ma non quelle che 
rivestono il sistema dei grandi dotti. Lo stroma della mammella consiste 
principalmente di tessuto connettivo fibroso denso misto a tessuto adiposo. I 
lobuli sono racchiusi in uno stroma  responsivo agli ormoni e specifico della 
mammella che contiene linfociti sparsi. In Figura 2 è rappresentata una 
schematizzazione anatomica della mammella. Sono presenti altre cellule 
basali, intersperse tra gli strati mioepiteliali e tra le cellule luminali, e si 
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pensa che siano le cellule progenitrici staminali. È stato suggerito che 
differenti sottotipi di tumori possano originarsi proprio a  partire da 
progenitori staminali a diversi stadi di differenziamento (Dontu, El-Ashry et 
al. 2004). 
 
Figura 2 (Profilo) A: dotti; B: lobuli;  C: sezione dilatata del dotto per la ritenzione del latte; D: capezzolo; E: tessuto 
lipidico; F: muscolo pettorale maggiore; G: Coste e cassa toracica. (Ingrandimento) A: cellule duttali; B: membrana 






Caratteristiche cliniche e isto-patologiche del tumore alla 
mammella 
 
La maggior parte dei tumori maligni della mammella sono adenocarcinomi, 
ovvero tumori maligni che si originano dal tessuto epiteliale ghiandolare. 
Possono essere suddivisi principalmente in carcinomi in situ ed in carcinomi 
invasivi se hanno superato la membrana basale ed invaso il tessuto 
adiacente. 
Il carcinoma in situ indica principalmente la proliferazione di cellule 
neoplastiche limitata ai dotti e ai lobuli, che non supera la membrana basale, 
non invade lo stroma peri tumorale e non infiltra i vasi linfatici ed ematici, 
quindi non può metastatizzare. 
Il carcinoma infiltrante, o invasivo, oltrepassa la membrana basale invadendo 
lo stroma, quindi le cellule possono invadere i vasi linfatici ed ematici e 
raggiungere i linfonodi regionali e gli organi distali.  
La classificazione istopatologica è basata sulla morfologia cellulare e 
distingue i tumori in due sottotipi più comuni, ovvero il carcinoma duttale ed 
il carcinoma lobulare che tendono ad avere una prognosi simile (Sastre-
Garau, Jouve et al. 1996). I carcinomi in situ sono stati originariamente 
classificati come duttali o lobulari sulla base della somiglianza ai dotti e ai 
lobuli. I carcinomi invasivi, invece, vengono denominati duttali (o non 
altrimenti specificato: NAS) o lobulari sono stati denominati in base alla loro 
associazione con la corrispondente componente in situ. Nonostante questa 
distinzione, si pensa che tutti i carcinomi originino dall’unità terminale 
duttulo-lobulare, quindi i termini “duttale” e “lobulare” non implicano un 
particolare sito o tipo di origine (Wellings 1980). 
Sono presenti dei sottotipi meno comuni, come il carcinoma mucinoso, 
tubulare e papillare, che hanno solitamente una buona prognosi (Louwman, 
Vriezen et al. 2007), ed il carcinoma infiammatorio, associato ad una cattiva 
prognosi (Kleer, van Golen et al. 2000). A livello anatomopatologico viene 
assegnato il “grado istologico”, questo definisce l’aggressività del carcinoma. 
Il grado viene assegnato in base a tre caratteristiche morfologiche: la 
formazione dei tuboli, il pleomorfismo nucleare e la conta di cellule 
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mitotiche.  Ciascuna caratteristica viene valutata da 1 a 3 (Elston and Ellis 
2002). 
Dal punto di vista clinico, l’International Union Against Cancer (UICC) si 
occupa dello sviluppo e del mantenimento della classificazione TNM. È una 
classificazione internazionale costituita tre parametri principali: T, N, M ed 
altri accessori.  
Quelli principali descrivono: 
 T: definisce la grandezza del tumore. A seconda delle dimensioni può 
assumere dei valori da 1 a 4. Con la sigla “is” si definiscono quelli “in 
situ”. 
 N: descrive la condizione dei linfociti in prossimità del tumore. Assumi 
valori da 0 a 3, lo zero descrive un mancato interessamento del 
linfonodo. 
 M: si riferisce alla presenza di metastasi e può assumere i valori 0 ed 1, 
che definiscono l’assenza/presenza di metastasi. 
Tramite tecniche di immunoistochimica (IHC) è valutata l’espressione dei 
recettori degli estrogeni (ER), del progesterone (PR), dell’epidermal growth 
factor-2 (HER2) e del marcatore di proliferazione Ki-67. Questi parametri, nel 
tumore alla mammella, sono molto variabili e sono monitorati di routine per 
caratterizzare istologicamente il tumore e per selezionare le terapie più 
efficaci.  
Ki-67 è strettamente associato con la proliferazione cellulare. Durante 
l’interfase può essere rilevato esclusivamente nel nucleo, mentre durante la 
mitosi è localizzato sulla superficie dei cromosomi. Il fatto che Ki-67 sia 
presente in tutte le fasi del ciclo cellulare G1, S, G2 ed assente durante la 
fase G0 ne fa un ottimo marcatore di replicazione (Scholzen and Gerdes 
2000).   
ER e PR sono fattori di trascrizione-ligando dipendenti attivati in risposta a gli 
estrogeni e al progesterone. Fanno parte della superfamiglia dei recettori 
ormonali ed in assenza del ligando sono complessate e tenute inattive da 
Heat Shock Protein (HSP), principalmente dalla HSP 90 (Catelli, Binart et al. 
1985, Echeverria and Picard 2010). In seguito al legame con il ligando 
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vengono rilasciati dalle HSP, dimerizzano e regolano la trascrizione genica sia 
legandosi a degli elementi di risposta al DNA per gli ormoni, sia interagendo 
con altri fattori di trascrizione, sia reclutando regolatori (Falkenstein, 
Tillmann et al. 2000). Solitamente i tumori positivi per ER e PR hanno un 
basso tasso di proliferazione cellulare, valutato con Ki-67, e sono 
generalmente associati ad una prognosi favorevole (Elledge et al. 2000).  
HER2  appartiene ad una famiglia di quattro membri di recettori tirosin-
chinasici trans-membrana, normalmente espressi nella superficie delle 
cellule. Ciascun recettore è costituito da tre domini: un dominio extra-
cellulare, un’alfa-elica trans-membrana e un dominio intra-cellulare con 
proprietà Tirosin-chinasiche. Il dominio extracellulare, a sua volta, è 
costituito da quattro sotto-domini dove il sito di legame del ligando ed il sito 
di dimerizzazione sono i più importanti. In seguito al legame con il ligando 
avviene un cambio conformazionale che espone il dominio di dimerizzazione, 
che può avvenire in modo omofilico o eterofilico. HER2 non ha un ligando, il 
suo ruolo è quello di creare degli eterodimeri, che hanno un segnale più 
forte rispetto a gli omodimeri, in particolare l’eterodimero HER3/HER2 è 
quello che provoca una risposta cellulare più forte, che si traduce 
principalmente nell’attivazione del pathway PI3K/Akt.  Il 15-20% dei pazienti 
ha HER2 sovraespresso o amplificato e questo è associato ad una cattiva 
prognosi (Slamon, Godolphin et al. 1989).  
Circa il 15-20% dei tumori viene definito “triplo negativo”, in inglese Triple 
Negative Breast Cancer (TNBC), poiché non esprime né ER, né PR, né HER2 
(Bauer, Brown et al. 2007). I TNBC hanno delle caratteristiche molto 
eterogene, non solo a livello molecolare ma anche a livello patologico e 
clinico. Sono associati ad un’alta probabilità di recidiva e ad una cattiva 
prognosi rispetto a gli altri sotto-tipi del cancro alla mammella. Non essendo 
bersagliabili con le nuove terapie, l’unica strategia disponibile rimane la 
chemioterapia classica, somministrabile sia in neoadiuvante che come 
adiuvante. Lo studio di questa tesi verterà principalmente su questa 






Grazie alle nuove tecnologie legate allo sviluppo dei microarray è possibile 
un nuovo tipo di classificazione dei tumori in base ai profili di espressione 
genica in: 
 Carcinomi ER positivi: caratterizzati da un’alta espressione dei geni 
tipici delle cellule luminali dei dotti, per questo definiti luminal-like. 
Questo gruppo può essere ulteriormente suddiviso in luminale A e 
luminale B.  
 Basal-like: sono caratterizzati da un’alta espressione della cito-
cheratina 5 e 17, della laminina e dalla proteina di legame degli acidi 
grassi 7 (FABP7). Sono negativi sia per i recettori ormonali che per 
HER2. Sono caratterizzati da una bassa o assente espressione di ER e di 
altri fattori di trascrizione tipici del cluster luminale/ER. 
 HER2 positive: caratterizzato da un’alta espressione di vari geni del 
locus 17q22.24, dove risiede ERB2, come ad esempio GRB7. 
 Normal-like: in questi tumori è osservata una forte espressione dei 
geni dell’epitelio basale ed una bassa espressione dei geni dell’epitelio 
luminale. Rispetto alle altre classi, sono caratterizzati dalla più alta 
espressione di geni tipici del tessuto adiposo ed in altri tipi cellulari 
non epiteliali.  
Questa classificazione permette una migliore valutazione del tempo libero 
dalla malattia e della sopravvivenza totale, ad esempio il gruppo “HER2 
positivo” è quello con tempi di sopravvivenza peggiori (Perou, Sorlie et al. 
2000, Sorlie, Perou et al. 2001). Recentemente è stato identificato un altro 
sottotipo: claudin-low, associati ad una bassa espressione dei geni correlati 
alle giunzioni strette (come le claudine e la Caderina-E) ed caratterizzati da 
un’alta espressione dei geni mesenchimali e correlati alla staminalità. Molti 
tumori claudin-low sono identificati come basal-like o normal-like e 
presentano maggiormente un fenotipo negativo per i recettori ormonali e 
per HER2 (Beltran, Rivenbark et al. 2011, Gerhard, Ricardo et al. 2012). 
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Caratteristiche dei tumori tripli-negativi della mammella 
(TNBC) 
I TNBC sono solitamente più frequenti nell’etnia Afro-Americana (Morris, 
Naidu et al. 2007) e insorgono solitamente in giovane età (Anders, Fan et al. 
2011). Rispetto a gli altri sottotipi di carcinomi alla mammella si presentano a 
stadi più avanzati al momento della diagnosi ed hanno una prognosi 
peggiore (Cancello, Maisonneuve et al. 2010). Diversi studi hanno 
evidenziato come l’80-90% dei tumori di pazienti portatori di mutazioni 
germinali di BRCA1 hanno un fenotipo TNBC e/o basal-like (Foulkes, 
Stefansson et al. 2003, Laakso, Loman et al. 2005). Circa l’80% dei TNBC non 
ha mutazioni nel gene BRCA1 (Gonzalez-Angulo, Timms et al. 2011), ma 
condivide diverse caratteristiche fenotipiche con i tumori BRCA1-mutati. 
Questo fenotipo è indicativo di difetti ai pathway in cui è coinvolto BRCA1, 
ed è conosciuto con il termine “BRCAness”, che può essere giustificato da 
mutazioni su geni che collaborano nei pathways di BRCA1 oppure da 
mutazioni epigenetiche su BRCA1 come ad esempio la metilazione del 
promotore (Turner, Tutt et al. 2004).   
Non è stata osservata alcuna associazione tra i TNBC e mutazioni su BRCA2. 
In quanto i TNBC non esprimono i recettori ormonali ed HER2 l’approccio 
terapeutico è la chemioterapia classica. I più recenti esperimenti di 
espressione genica tramite microarray si sono rivelati utili per un ulteriore 
classificazione dei TNBC: dividerli in sottogruppi può aiutare ad identificare 
quelli più o meno responsivi alle combinazioni di farmaci. In base 
all’espressione genetica si può vedere come i TNBC non siano un unico tipo 
di tumore, bensì una famiglia di tumori che possono essere divisi in diverse 
classi di espressione (Metzger-Filho, Tutt et al. 2012). Oltre al sottotipo 
Claudin-low sono stati identificati almeno altri tre gruppi principali: 
 Cluster correlato al sistema immunitario:  un’analisi di diversi studi 
condotti con microarray, coinvolgente oltre 2000 pazienti con tumore 
alla mammella, ha evidenziato che l’espressione elevata dei geni 
correlati con la risposta immunitaria è associata con una migliore 
prognosi nei pazienti TNBC e nei pazienti ER negativi (Desmedt, Haibe-
Kains et al. 2008). 
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 Cluster correlato al riparo del DNA: una signature basata 
sull’espressione dei geni del riparo del DNA può identificare i pazienti 
TNBC rispondenti alla neoadiuvante con antracicline (Rodriguez, 
Makris et al. 2010). 
 Cluster correlato all’espressione degli androgeni: questo cluster 
evidenzia l’importanza del signaling degli androgeni: esperimenti in 
silico hanno dimostrato che un gruppo di TNBC possiede 
un’espressione strettamente associata con i tumori ER positivi (Gucalp 
and Traina 2010). 
Da studi più recenti di espressione genica, è emerso che non tutti i tumori 
TNBC sono identificabili come basal-like (Prat and Perou 2011). Infatti nel 20-
30% dei casi sono  riconducibili ai luminali e a gli HER2 positivi come 
mostrato in Figura 3 . Questi ultimi dovrebbero essere considerati entità 
separate data la notevole differenza riscontrata rispetto ai basal-like e ai 
claudin-low (Prat, Adamo et al. 2013). 
 





Sistemi del riparo del DNA 
Per una corretta comprensione dei meccanismi di azione dei più comuni 
farmaci usati in chemioterapia, è necessario conoscere le strategie di difesa 
sfruttate dalle cellule. I sistemi di riparo del DNA sono essenziali per 
mantenere l’integrità genomica di ogni cellula. Un’efficace riparo del danno 
richiede la capacità di rilevare il danno, di prevenire la replicazione del DNA 
danneggiato, bloccare il ciclo cellulare e di indirizzare la cellula verso 
l’apoptosi. Già durante la replicazione del DNA la cellula si difende da gli 
errori di incorporazione nucleotidica sfruttando l’attività di “correzione di 
bozze” (proof-reading) della polimerasi. Oltre a questo la cellula deve 
preservarsi dai danni derivanti dalla depurinazione spontanea catalizzata 
dall’acqua, dalle radiazioni ionizzanti, dalle specie reattive dell’ossigeno che 
possono avere origine endogena, dal metabolismo, od esogena. Persino il 
calore del corpo è sufficiente a fornire l’energia necessaria a staccare 
l’adenina e la guanina dagli zuccheri del DNA. È essenziale che le lesioni al 
DNA vengano riparate prima della replicazione, altrimenti queste verrebbero 
fissate come mutazioni nelle cellule figlie.  
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Ricombinazione omologa (HR) 
La ricombinazione omologa è un meccanismo error-free che interviene nel 
riparare le rotture a doppia elica del DNA (DSB) ed è il meccanismo 
principale di protezione dell’integrità genomica nelle cellule proliferanti. Un 
DSB può essere provocato da errori nella replicazione del DNA o 
dall’esposizione a radiazioni ionizzanti, composti genotossici e da stress 
ossidativo. E’ la forma di danno al DNA più pericolosa poiché danneggia 
l’integrità di entrambi i filamenti del DNA contemporaneamente. La risposta 
al danno del DNA (DDR) ai DSB coinvolge numerose proteine, raggruppabili 
principalmente in tre gruppi: le proteine agenti da sensore del danno, le 
proteine effettrici, che eseguono la riparazione e le proteine mediatrici, che 
facilitano le interazioni tra le proteine sensorie ed effettrici. Durante il DDR è 
attivato il checkpoint del ciclo cellulare che rallenta il ciclo prima o durante la 
replicazione (checkpoint G1/s o intra-S) o prima della divisione cellulare 
(checkpoint G2/M). Nei mammiferi, l’assenza di una corretta HR, può portare 
a riarrangiamenti cromosomici e quindi ad instabilità genomica.  
Un sensore del danno è ATM, che si autofosforila e monomerizza (in assenza 
di danno al DNA è in forma dimerica) in presenza di danno alla doppia elica, 
attivandosi pure in regioni distanti dalla rottura poiché è in grado di 
percepire i cambiamenti conformazionali della cromatina. ATM viene quindi 
reclutato ai siti di rottura dal complesso MRN, costituito da RAD50, MRE11 e 
NBS1, che migra rapidamente alla sede del danno (ha attività esonucleasica, 
endonucleasica ed elicasica). 
Una volta attivato, ATM fosforila vari substrati tra cui BRCA1, il complesso 
MRN e RPA. MRN rimodella le estremità lasciando dei ssDNA a cui viene 
legato RAD51, localizzato da BRCA2, che assume una struttura multimerica 
filamentosa e media l’invasione dell’elica del cromosoma omologo per 
cercare una regione di omologia con cui riparare il danno. Vengono create le 
giunzioni di Holliday, caratteristiche anche del crossing-over; infine grazie ad 
una resolvasi la struttura viene risolta ed il danno viene riparato. In Figura 4 




Figura 4 La fosforilazione dell’istone H2AX è un’importante sensore del danno. Il complesso MRN, insieme ad ATM 
sono i sensori principali del danno. Mutazioni su PALB2 possono mimare mutazioni su BRCA2 poiché quest’ultimo è 
dipendente da PALB2 (Roy, Chun et al. 2012). 
 
Ricombinazione non omologa: Non Homologous End-Joining (NHEJ) 
La ricombinazione non omologa è un’altra strategia per riparare i danni a 
doppio filamento e a differenza della ricombinazione omologa, può 
intervenire in qualsiasi momento del ciclo cellulare. La NHEJ è error-prone e 
può portare a traslocazioni e per via di saldature non completamente 
corrette che  possono portare a perdite di materiale genetico. Il meccanismo 
molecolare è diverso da quello della HR differendo sia per i sensori che per 
mediatori ed effettori. I sensori del danno sono Ku70 e Ku80, che si legano 
alle estremità 3’ e 5’ libere, per evitarne la degradazione. Loro richiamano la 
proteina kinasi DNA-Dipendente (DNA PKCS) ARTEMIS. Le estremità non 
compatibili di DNA devono essere prima processate per formare dei 
filamenti terminali saldabili, questo viene fatto dal complesso MRN che 
processa il 3’, mentre il 5’ è processato da FEN1. Intervengono quindi XRCC4 
e la Ligasi 4 che saldano i filamenti. In Figura 5 è schematizzata una 




Figura 5 gli eterodimeri Ku70/80 legano le estremità del DNA e attraggono DNA-PKcs che si attiva e si autofosforila 
permettendo la realizzazione del processamento delle estremità non compatibili, simbolizzate con il triangolo, e la 







Base excision repair (BER) 
Il BER è specializzato nella rimozione di alterazioni nucleotidiche generate da 
reagenti chimici presenti nella dieta o prodotti dal metabolismo. Il BER è 
iniziato dall’azione di una DNA glicosilasi che riconosce l’alterazione e taglia il 
legame glicosidico tra la base azotata ed il desossiribosio. Le glicosilasi sono 
molto numerose e possono essere più o meno specifiche nel riconoscere una 
particolare base alterata. Le basi alterate sono numerose: alcuni esempi 
sono l’uracile, derivante dalla deaminazione idrolitica della citosina; l’8-
oxoguanina, causata dal danno prodotto dai radicali liberi dell’ossigeno. In 
primo luogo la glicosilasi rimuove la base azotata, lasciando quindi un sito 
abasico, che è riconosciuto dalla endonucleasi APE1, che taglia il filamento di 
DNA. La poly(ADP-ribosio)polimerasi-1 (PARP1) è un sensore che riconosce i 
tagli al DNA e ADP-ribosila le estremità del filamento tagliato, proteggendolo 
dalla degradazione, inoltre l’ADP-ribosilazione è un segnale di richiamo per la 
ligasi III, la polimerasi β e le proteine scaffold come XRCC1. L’attività liasica 
della polimerasi β rimuove lo zucchero-fosfato rimanente, che era attaccato 
alla base escissa. Successivamente, sempre la polimerasi β riempie il gap 
inserendo un nucleotide complementare all’elica di DNA non danneggiata, 
infine la DNA ligasi III salda il filamento riparato. In  Figura 6 è mostrato uno 
schema riassuntivo del BER.  
Le proteine PARP appartengono ad una famiglia di enzimi multifunzionali, 
nella quale PARP1 è il più abbondante. PARP1 e PARP2 sono coinvolti nel BER 
ed inoltre possono stimolare le fasi precoci del riparo negli stalli della forca di 




Figura 6 (1) la pol-β ripara un solo nucleotide si tratta dello short-patch pathway. (2a) Se 5’-desossiribosio-fosfato è 
ossidato e resistente all’attività esonucleasica della pol-β, la rimozione di questo zucchero fosfato viene realizzata dal 
meccanismo long-patch pathway, il quale è mediato dalla pol-β che riempire il gap aggiungendo più nucleotidi e da 
FEN1-PCNA che rimuove il 5’dR. Questo processo generalmente coinvolge due nucleotidi. (2b) in questa alternativa la 
rimozione dello zucchero fosfato ossidato è mediato dall’attività strand-displacement della pol-β o delle pol δ/ε, 
seguito dal taglio eseguito da FEN1-PCNA. Generalmente questo processo coinvolge il ripristino di tre o più nucleotidi 





Nucleotide excission repair (NER) 
Il NER opera principalmente nella rimozione delle lesioni ingombranti, come 
ad esempio i dimeri di pirimidina ed i nucleotidi con degli addotti. Il NER può 
essere distinto in due vie: Il riparo accoppiato alla trascrizione (TCR) ed il 
riparo genomico globale (GGR). Nonostante questa divisione, quello che 
cambia è il meccanismo di riconoscimento della lesione. La rimozione del 
danno e la riparazione rimangono gli stessi. 
Il TCR viene attivato da uno stallo della RNA polimerasi II che richiama le 
proteine CSA e CSB. Il GGR viene attivato dal complesso delle proteine 
Xeroderma Pigmentosum complementation group C (XPC). Successivamente, 
come mostrato in Figura 4, XPB e XPD (due subunità con attività elicasica di 
TFIIH) mediano la separazione dei filamenti del DNA, quindi XPG al 3’ e XPF-
ERCC1 al 5’ con la loro attività endonucleasica tagliano il filamento 
danneggiato, successivamente il segmento all’interno dell’incisione viene 
allontanato. Infine la DNA polimerasi δ o ε risintetizza la porzione di catena 
mancante ed una ligasi salda il filamento. In Figura 7 è presente una 




Figura 7 Schema riassuntivo del Nucleotide Excission Repair (de Laat, Jaspers et al. 1999) 
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Mismatch Repair (MMR) 
Nel caso in cui l’attività di correzione di bozze della DNA polimerasi fallisse e 
venisse incorporato un nucleotide errato la correzione dell’errore deve 
avvenire prima che con un altro ciclo replicativo fissi il danno come 
mutazione. Questa attività è a carico del MMR. I mismatches possono essere 
inseriti pure in seguito a ricombinazione omologa, deaminazione della 
citosina e da altre fonti di danno al DNA.  Questo sistema è molto importante 
per il mantenimento della stabilità genomica. Un mismatch causa una 
distorsione nella geometria della doppia elica e questo può essere 
riconosciuto da degli enzimi del riparo. E’ interessante il fatto che la cellula 
riesce a discriminare il filamento di nuova sintesi, che quindi contiene 
l’errore, evitando così di eliminare il mismatch in modo casuale, fatto che 
porterebbe, con probabilità del 50%, alla fissazione permanente dell’errore 
come mutazione. In E. coli il filamento di nuova sintesi è riconosciuto 
dall’assenza di metilazione che invece è presente nel filamento parentale. In 
E. coli  MutS è in grado di riconoscere e legare il mismatch e richiama MutL, 
che fa da proteina ponte tra MutS e MutH che invece lega i gruppi metilici e 
discrimina il filamento di nuova sintesi da quello parentale. Il filamento di 
nuova sintesi, non metilato, viene quindi tagliato da MutH , in seguito  una 




Gli eucarioti non utilizzano il sistema della metilazione, l’esatto criterio di 
riconoscimento rimane ancora non del tutto chiaro. In Figura 8 è 
schematizzato il meccanismo del MMR nell’uomo. Negli eucarioti sono stati 
identificati diversi omologhi per MutS e MutL, chiamati rispettivamente 
MutS homologue (MSH) e MutL homologue (MLH), omologhi per MutH non 
sono stati ancora identificati. Diversi eterodimeri delle isoforme di MSH 
hanno diverse funzioni, ad esempio gli eterodimeri MSH2-MSH3 legano i 
mismatch causati da inserzioni o delezioni. Eterodimeri MSH2-MSH6 legano i 






Figura 8 Gli eterodimeri MSH6-MSH2 identificano e legano i mismatch, quindi un complesso, costituito da un 
eterodimero MLH1-MLH3, da Post-meiotic segregation 2 (PMS2) e da EXO1 (una esonucleasi), viene reclutato in sede 
del danno. Viene reclutata pure Proliferating cell nuclear antigen (PCNA), che lega la DNA polimerasi al templato di 
DNA, interagisce con questo complesso, suggerendo che il MMR possa avvenire durante la replicazione del DNA. 
Durante la fase del riparo sono osservati delle rotture a singola elica, ma non è chiaro se queste vengano effettuate 
da un omologo di MutH batterico o se sono già presenti alla forca replicativa. La zona con la lesione viene digerita da 
una esonucleasi come EXO1, successivamente il filamento viene risintetizzato dalla  DNA polimerasi translesione η o 






BRCA1  e geni correlati nella risposta alla chemioterapia nel 
carcinoma della mammella. 
 
La terapia standard per il trattamento del carcinoma della mammella 
consiste nella rimozione chirurgica seguita e/o preceduta dal trattamento 
chemioterapeutico. La terapia viene definita “Adiuvante” quando 
somministrata dopo di un intervento chirurgico; “Neoadiuvante” quando 
somministrata prima di un intervento chirurgico. Le terapie adiuvanti, 
eseguite dopo l’intervento chirurgico, hanno lo scopo di aggredire tutto ciò 
che di microscopico, quindi non valutabile ad occhio nudo, potrebbe essere 
rimasto come residuo in seguito all’intervento chirurgico, che è mirato ad 
una rimozione macroscopica; la terapia neoadiuvante, eseguita prima 
dell’intervento, ha il fine di ridurre le dimensioni della massa tumorale, così 
da permettere un intervento più conservativo, inoltre può essere utile per 
guidare trattamenti a lungo termine basati sulla risposta del tumore a 
specifiche combinazioni farmacologiche (Moulder and Hortobagyi 2008). La 
risposta alla terapia neoadiuvante viene valutata al momento dell’intervento 
chirurgico. 
Nel tumore alla mammella i principali agenti chemioterapici utilizzati, che 
danneggiano il DNA, possono essere divisi in quattro gruppi principali: 
 Alchilanti 
 Inibitori delle topoisomerasi I e II 
 Agenti basati sul platino 
 Agenti causanti Double strand break (DBS) 
Inoltre vengono adottati agenti chemioterapici che inibiscono la crescita 
cellulare. Più recentemente sono stati adottati approcci farmacologici di 
origine biotecnologica, che permettono una maggiore personalizzazione 
della terapia, in funzione delle caratteristiche del tumore. 
Alchilanti 
Sono agenti, come la ciclofosamide, che causano danno al DNA provocando 
cross-linking inter-filamento. Questi cross-link portano all’arresto delle 
forche di replicazione del DNA portando alla formazione di rotture al DNA a 
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doppio filamento (DSB) (McHugh, Sones et al. 2000, Tercero and Diffley 
2001). 
Inibitori delle topoisomerasi I e II 
Le topoisomerasi introducono rotture temporanee nei filamenti di DNA per 
permetterne lo svolgimento necessario prima della replicazione. L’inibizione 
delle topoisomerasi stabilizza il complesso topoisomerasi-DNA causando 
l’arresto della forca replicativa e causando DSB (Shao, Cao et al. 1999). In 
questo gruppo di farmaci fanno parte le Antracicline (come la doxorubicina e 
l’epirubicina) che hanno, come effetto addizionale all’inibizione delle 
topoisomerasi, la capacità di provocare legami cross-link inter-filamento e la 
generazione di specie reattive dell’ossigeno (ROS) (Minotti, Menna et al. 
2004). 
Agenti basati sul platino 
I composti basati sul platino provocano addotti al DNA come cross-links intra 
e inter filamento, che a loro volta possono provocare lo stallo della 
replicazione del DNA, arresto in fase S, collasso della forca replicativa, DSBs e 
conseguentemente morte cellulare per apoptosi (Zdraveski, Mello et al. 
2000, McHugh, Spanswick et al. 2001) 
Agenti causanti Double strand break 
Questi agenti sono in grado di danneggiare direttamente il DNA provocando 
dei DSB. Quest’ultimo gruppo comprende agenti come la bleomicina 
(D'Andrea and Haseltine 1978). 
Inibitori del fuso mitotico 
Sia nel tumore alla mammella che ovarico sono utilizzate delle combinazioni 
di farmaci e spesso viene aggiunto un farmaco della famiglia dei taxani, come 
il docetaxel o il paclitaxel, che è in grado di stabilizzare il complesso GDP- β-
tubulina nei microtuboli, provocando quel che si chiama “congelamento dei 
microtuboli” quindi inibendo la mitosi e provocando l’apoptosi (Abal, Andreu 
et al. 2003, Hagiwara and Sunada 2004). Mentre taxani come il paclitaxel 
bloccano la depolimerizzazione dei microtuboli, derivati della vinca, come la 
vinorelbina, sempre legando la β-tubulina, promuovono la 
depolimerizzazione dei microtuboli (Gasparini, Caffo et al. 1994, Wang, 






Con l’avanzamento delle tecnologie molecolari e biotecnologiche è stato 
possibile personalizzare il tipo di terapia in base alle caratteristiche del 
tumore. Si parla di terapia personalizzata quando, in seguito alla 
caratterizzazione di un tumore o del genotipo del paziente, viene scelto un 
approccio farmacologico che possa massimizzare i benefici, e ridurre al 
minimo gli effetti non desiderati.  
Terapie anticorpali e ormonali 
L’analisi immuno-istochimica, nello specifico l’analisi dei recettori ER e PR ed 
HER2, ricopre un ruolo essenziale nella scelta dei diversi approcci 
farmacologici personalizzabili. I tumori positivi per i recettori ER  o PR  sono 
responsivi a terapie ormonali come ad esempio al Tamoxifene, che essendo 
un potente antagonista dei recettori ormonali degli estrogeni è in grado di 
inibire la crescita tumorale, per questo è diventato il gold standard come 
trattamento endocrino nelle donne in pre e post menopausa con un tumore 
estrogeno positivo (Jordan 2003). Nei pazienti in cui il recettore HER2 è 
sovra-espresso è possibile impiegare anticorpi monoclonali umanizzati, come 
il Trastuzumab  o il Pertuzumab, che rispettivamente hanno come bersaglio 
la dominio IV extracellulare e al braccio di dimerizzazione di HER2. Un altro 
anticorpo è il Lapatinib, che inibisce reversibilmente l’attività tirosin-
chinasica intracellulare sia di HER2 che di EGFR (conosciuto anche come 
HER1). In Figura 9 è riassunta la via segnaletica dei recettori HER. Più 
recentemente con il nome commerciale Avastin, è entrato in commercio il 
bevacizumab, un anticorpo monoclonale umanizzato diretto contro il 
Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF), un importante segnale cellulare 
che promuove l’angiogenesi. Può essere utilizzato per contrastare il tumore 





Figura 9 L’attivazione diretta del signaling di PI3K/Akt porta alla regolazione di GSK3, mTOR, MDM2 e BAD, che in 
ultima analisi si traducono con lo stimolo alla proliferazione, alla sintesi proteica e alla sopravvivenza cellulare. Il 
Trastuzumab ed il Pertuzumab bersagliano rispettivamente i domini IV e II extracellulari di HER2. L’effetto principale, 
dell’uso di anticorpi monoclonali diretti contro HER2, è quello di di contrastare la crescita della cellula tumorale che 
sovra-esprime HER2 (Capelan, Pugliano et al. 2013). Secondariamente il blocco della signaling di HER rallenta la 
trascrizione del VEGF rallentando quindi lo stimolo angiogenetico. Abbreviazioni: AR, amphiregulina; BTC, 
betacellulina; EPG, epigen; EPR epiregulina; HB-EFG, ligando heparin-binding EGF-like; NRG, neuregulina (Arteaga, 
Sliwkowski et al. 2012).  
 
Inibitori di PARP 
Negli ultimi anni è stata sviluppata una nuova classe di molecole: gli inibitori 
dell’enzima poly(ADP-ribosio)polimerasi-1 (PARP1). Questo enzima è 
coinvolto nel mantenimento dell’integrità genomica: agisce principalmente 
nel BER,  riparando le lesioni e rotture a singolo filamento del DNA. 
L'inibizione di questo enzima, e quindi del BER, causa una persistenza di 
rotture a singolo filamento (SSB) che se coinvolte in una forca di replicazione 
causano l’arresto del ciclo cellulare e possono degenerare in DSB che sono 
riparati dalla HR o dalla NHEJ.  
Gli inibitori di PARP sembrano efficaci nei tumori  BRCA1 e BRCA2 deficienti: 
questo può essere spiegato dalla letalità sintetica che può derivare dalla sua 
inibizione, conseguente all’accumulo di DSB  in cellule con difetti nella 
ricombinazione omologa. Due geni sono definiti in relazione di letalità 
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sintetica quando una mutazione in uno dei due non è letale, ma 
l’inattivazione di entrambi conduce a morte cellulare (Iglehart and Silver 
2009).  
L’aggiunta ad un approccio chemioterapeutico classico dei PARP inibitori 
potrebbe portare benefici nei trattamenti dei TNBC; una monoterapia di 
inibitori di PARP potrebbe essere efficace nei TNBC con difetti nei geni 
BRCA1/2.  Anche i tumori TNBC non-BRCAness potrebbero beneficiare degli 
inibitori di PARP poiché molti agenti terapeutici utilizzati causano tipologie di 
danno al DNA  normalmente contrastati da vie che coinvolgono PARP, la cui 
inibizione potrebbe sensibilizzare verso questi agenti (Ljungman 2009). 
Attualmente, diversi inibitori di PARP, come ad esempio l’Olaparib e 
l’Iniparib  sono oggetto studio in trial clinici in diverse fasi i cui dettagli sono 
riportati  su http://clinicaltrials.gov/  (ad esempio gli studi registrati come 
NCT01116648, NCT00516724, NCT01173497). 
Profilo genetico e risposta alla terapia 
La  maggior parte degli agenti chemioterapeutici agisce danneggiando il 
DNA, quindi, laddove i sistemi di riparazione siano danneggiati la cellula 
risponde in modo meno efficace ai danni derivati dalla chemioterapia, 
influenzando la prognosi. Diversi studi si sono concentrati sulla relazione tra 
la proteina BRCA1 e la risposta alle terapie. È interessante notare che BRCA1 
è coinvolto in molti processi cellulari come la risposta ed il riparo al DNA, il 
controllo dei checkpoint cellulari e l’apoptosi, la regolazione della 





Figura 10 Coinvolgimento di BRCA1 in molteplici processi cellullari (Quinn, Carser et al. 2009). 
 
La sua azione è esplicata sia direttamente che indirettamente, ad esempio 
tramite il grande complesso multiproteico definito BRCA1-associated 
genoma surveillance complex (BASC) che include proteine che identificano il 
danno, come ATM, e proteine coinvolte direttamente con il riparo del DNA, 
come RAD50, MRE11A, NBN, e proteine del Mismatch repair (MMR) come 
MLH1, MSH2 e MSH6. Nonostante che BRCA1 agisca prevalentemente nel 
danno al DNA è possibile che abbia un ruolo nel regolare il controllo della 
mitosi e potrebbe essere coinvolto nel modulare la risposta a gli agenti che 
danneggiano il fuso mitotico. Il meccanismo non è ancora del tutto chiaro 
ma potrebbe interagire con la γ-tubulina e partecipare alla corretta 
segregazione dei cromosomi durante la mitosi (Xu, Weaver et al. 1999). 
In uno studio retrospettivo nel quale i pazienti venivano trattati con una 
terapia neoadiuvante, effettuata con quattro cicli di antracicline e 
ciclofosfamide, è stato visto che mutazioni su BRCA1 o su BRCA2 
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aumentavano la risposta alla chemioterapia (Chappuis, Goffin et al. 2002), in 
un altro studio di tipo retrospettivo è stata evidenziato che, sempre in 
pazienti portatori di mutazioni sui geni BRCA1/2, la migliore risposta 
completa è ottenuta in pazienti trattati con terapia neoadiuvante basata su 
platino, rispetto a terapie neoadiuvanti basate su CMF (ciclofosfamide, 
metotrexato, fluorouracile), AT (doxorubicina e docetaxel), evidenziando che 
gli agenti causanti DSBs possano essere particolarmente efficaci nei casi in 
cui i sistemi di ricombinazione omologa siano meno efficienti (Capelan, 
Pugliano et al. 2013). In un uno studio è stato visto che i tumori di pazienti 
con mutazioni su BRCA1 sono più sensibili, alla chemioterapia basata su 
agenti danneggianti il DNA, rispetto a tumori di pazienti con mutazioni su 
BRCA2 e rispetto ai tumori sporadici (Delaloge et al. 2002). Uno studio 
sull’espressione di BRCA1 in tumori sporadici è contraddittorio rispetto a 
quanto osservato nei pazienti BRCA-mutati. Questo studio, ha riportato che 
una diminuzione degli mRNA di BRCA1 (definita come il livello di espressione 
dell’mRNA di BRCA1 minore  del 55% rispetto ai livelli di espressione della β-
glucuronidasi) nel tumore, è associato ad una risposta meno favorevole alla 
terapia basata su antracicline (Egawa, Motomura et al. 2003). I risultati 
contraddittori osservati da questo studio, rispetto a quelli che descrivono 
l’aumentata sensibilità a gli agenti chemioterapeutici nei tumori di pazienti 
BRCA-mutati, potrebbe essere spiegata dalla differenza tra la riduzione dei 
livelli di BRCA1 nei tumori sporadici, per meccanismi epigenetici, comparati 
con la completa perdita della funzione di BRCA1 osservata nelle patologie di 
pazienti BRCA1-mutati. Altrimenti, questi risultati discordanti potrebbero 
indicare che i livelli di mRNA non sempre rispecchiano la presenza della 
proteina BRCA1 funzionale. (Kennedy, Quinn et al. 2004). 
Questo effetto è una conseguenza della centralità di BRCA1 nella risposta al 
danno del DNA: venendo a mancare una componente centrale dei 
meccanismi coinvolti, gli agenti chemioterapici che danneggiano il DNA 
riescono a condurre più facilmente le cellule in apoptosi. Questo avviene 
perché in assenza di BRCA1 non vengono attivati i checkpoint di fase S e della 
transizione G2/M e la cellula, accumulando DSBs, viene condotta più 
facilmente in apoptosi. È stato dimostrato, utilizzando la tecnologia dei 
siRNA, che l’abrogazione dell’espressione di BRCA1 promuove l’apoptosi in 
risposta ad agenti basati sul platino,e conferma che questi agenti  quindi 
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potrebbero essere adatti nel trattare tumori BRCA1 mutati  (Quinn, James et 
al. 2007).  
Le terapie basate sul platino sono adottate frequentemente nelle situazioni 
in cui ci sia refrattarietà alla terapia con antracicline e taxani e come terapia 
palliativa. Nonostante ciò, queste terapie trovano una buona risposta iniziale 
nei pazienti con tumori TNBC, quindi la ricerca clinica dell’uso del cisplatino 
in pazienti TNBC specialmente se portatori di mutazioni su BRCA1 è stata 
intensificata. E’ comunque utile ricordare che nonostante il successo del 
primo trattamento la malattia va in progressione  rapidamente, questo 
fenomeno è stato designato “paradosso dei tripli negativi” (Eckstein and 
Haas 2012). 
D’altra parte i tumori BRCA1-mutati manifestano resistenza a gli agenti 
danneggianti il fuso mitotico. BRCA1 partecipa al checkpoint del fuso 
mitotico nella transizione metafase-anafase, necessario per garantire una 
corretta segregazione dei cromosomi nelle cellule figlie. La rottura del fuso 
mitotico provocata dai derivati del taxolo conduce a morte cellulare 
apoptotica coinvolgendo il pathway SAPK/JNK (Stress Activated Protein 
Kinase/c-Jun N-terminal Kinase) promosso anche da BRCA1. Infatti è stato 
dimostrato che BRCA1 è in grado di attivare la trascrizione di GADD45, che a 
sua volta è in grado di interagire con i regolatori a monte di SAPK/JNK, 
promuovendone l’attivazione. Una volta attivato, SAPK/JNK trasloca nel 
nucleo e attiva la trascrizione della proteina pro-apoptotica BAD. Mentre 
non è chiaro il ruolo di GADD45 nell’attivare il pathway di SAPK/JNK in 
seguito al danno al DNA (Harkin, Bean et al. 1999). 
 Inoltre, BRCA1 agendo da “scaffold” può avvicinare i componenti dei 
pathway della risposta allo stress, portandoli in prossimità e facilitando la 
cascata MAPK che porta all’attivazione di JNK. BRCA1, agendo insieme a 
BARD1, è in grado di ubiquitinare la γ-tubulina, con cui co-immunoprecipita 
durante la mitosi. Questa interazione sembra essere responsabile della 
capacità di BRCA1 di agire nel controllo della fedeltà del centrosoma, 
prevenendo l’ipertrofia, e le aneuploidie osservate nelle cellule del tumore 
alla mammella. Inoltre è stata dimostrata la capacità di BRCA1 di regolare la 
trascrizione di MAD2, componente essenziale del checkpoint del fuso 
mitotico, che inibendo il complesso cdc20/APC (cdc20/Anaphase Promoting 
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Complex) conduce all’arresto mitotico . Quanto descritto è raffigurato in 
Figura 11. 
 
Figura 11 Potenziali meccanismi della regolazione che esercita BRCA1 sulla risposta al danno sui microtuboli (Mullan, 
Gorski et al. 2006). 
È possibile osservare che BRCA1 sembra agire come differente mediatore per 
l’apoptosi, nelle cellule del tumore alla mammella, in modo dipendente dalla 
natura dell’agente chemioterapeutico utilizzato: in condizioni normali, in 
seguito a danno al DNA ne favorirebbe il riparo; in seguito a danno ai 
microtuboli favorisce l’apoptosi. Quindi, nei pazienti BRCA1-mutati, venendo 
a mancare l’attivazione di queste vie, l’efficacia dei farmaci che agiscono sui 
microtuboli viene ridotta (Kennedy, Quinn et al. 2004). 
Nei tumori della mammella sporadici le mutazioni somatiche di 
BRCA1/BRCA2 sono estremamente rare ma alcuni tumori non esprimono la 
proteina  BRCA1, sono frequentemente associati a marcatori tipici del 
fenotipo basal-like  sono solitamente ER/PR-negativi, e quindi presentano un 
fenotipo “BRCAness”. La riduzione dell’espressione di BRCA1 può essere 
ottenuta attraverso l’ipermetilazione delle isole CpG nel promotore (Matros, 
Wang et al. 2005). Questa alterazione epigenetica è fortemente associata 
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con il silenziamento genico e una volta stabilita, la metilazione viene 
trasmessa alle cellule figlie. È stato osservato che solitamente la presenza di 
mutazioni in linea germinale su BRCA1 e la metilazione del promotore, nel 
tumore, sono eventi mutualmente esclusivi (Lips, Mulder et al. 2013). 
Indagare lo stato di espressione di BRCA1 nei tumori sporadici può rivelarsi 
utile sia per avere valori prognostici sia per guidare le scelte terapeutiche. Ad 
esempio alla riduzione dell’mRNA di BRCA1 è associata l’acquisizione della 
capacità metastatica, indicando che BRCA1 sia richiesto per mantenere una 
regolazione negativa della crescita nelle cellule epiteliali della mammella. 
Inoltre è stato osservato che la ipermetilazione del promotore di BRCA1 in 
tumori BRCAness può essere direttamente utilizzato per stimare la prognosi, 
che in tale situazione non è favorevole (Hsu, Huang et al. 2013). In altri studi 
sono state specificatamente valutate proprio la perdita della proteina BRCA1 
e la metilazione delle isole CpG nel promotore per identificare i fenotipi 
BRCAness nei tumori sporadici alla mammella, da indirizzare verso una 
terapia mirata, utilizzando ad esempio gli inibitori di PARP (Bal, Verma et al. 
2012). Inoltre è stato osservato che tumori con fenotipo BRCAness sono 
molto più sensibili alla chemioterapia basata su derivati del platino ad alte 
dosi, rispetto alla chemioterapia a dosi convenzionale eseguita con 5-
fluorouracile, epirubicina e ciclofosfamide (FEC) evidenziando ulteriormente 
la sensibilità ad agenti causanti DSBs in tumori con possibili difetti nei 
pathways correlati a BRCA1 (Vollebergh, Lips et al. 2011).  
È stato dimostrato che tumori TNBC trattati con terapia neoadiuvante a base 
di antracicline mostrano una maggiore sensibilità alla terapia, e i pazienti con 
una risposta completa alla terapia hanno una buona prognosi; quelli associati 
con una peggiore sopravvivenza sono quelli che non hanno ottenuto una 
completa remissione della patologia, giustificabile dalla maggiore 
predisposizione ad avere recidive (Carey, Dees et al. 2007).  
Un recente studio esamina come in pazienti TNBC, trattati con una terapia 
neoadiuvante basata su antracicline, la signature relativa all’espressione 
genica correlata a difetti dei meccanismi del riparo al DNA sia utile per 
distinguere i pazienti sensibili a questa terapia. L’ipotesi, che i pazienti con 
difetti al riparo del DNA potessero essere più sensibili ad agenti come 
doxorubicina e che avessero una relativa resistenza ai taxani, è stata 
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verificata in diversi studi clinici. In uno di questi studi, i pazienti sono stati 
assegnati in modo randomizzato ad una terapia neoadiuvante con FEC 
(Fluorouracile, Epirubicina, Ciclofosfamide) o ad un regime basato 
principalmente su taxani: evidenziando che nei pazienti trattati con taxani, 
quelli con la signature del riparo del DNA difettivo, erano associati a 
resistenza alla terapia; tra i pazienti trattati con FEC, quelli con la signature 
dei difetti del riparo del DNA hanno avuto la maggiore risposta completa alla 
patologia. Nonostante che i TNBC abbiano una prognosi peggiore, 
generalmente hanno una frequente risposta completa alla patologia quando 
trattati con neoadiuvante. Inoltre, pure i portatori di mutazioni su BRCA1 
hanno un maggiore successo in termini di risposta completa alla patologia 
quando trattati con neoadiuvante (Rodriguez, Makris et al. 2010). 
Nuove tecnologie nella ricerca biomedica 
 
Le nuove tecnologie come i microarray e la Next Generation Sequencing 
stanno iniziando a cambiare il modo di fare diagnostica e ricerca. La 
possibilità di analizzare interi trascrittomi, genomi, esomi e gruppi di geni 
favorisce lo sviluppo della medicina personalizzata e della diagnostica, 
perché consente di ottenere una notevole mole di dati in poco tempo.  
Per next generation sequencing si intendono serie di nuove tecnologie di 
sequenziamento non più basate sul metodo della dideossi chain termination 
ideata da Sanger ma  su piattaforme basate su metodi diversi di rilevazione 
delle basi aggiunte, che consentono il sequenziamento ad alta copertura 
(deep sequencing) e con un altissima resa in termini di informazioni ottenute 
nel tempo (high-throughput) permettendo ad esempio di sequenziare 
parallelamente più campioni contemporaneamente. 
Dal punto di vista della diagnostica è interessare come le piattaforme di next 
generation sequencing possano essere utilizzate per sequenziare più geni 
coinvolti in una malattia e più pazienti contemporaneamente, allargando lo 
spettro di mutazioni rilevabili su geni non analizzati in routine pur 
mantenendo  costi confrontabili con il sequenziamento di Sanger. 
Normalmente nella routine diagnostica, per la sindrome HBOC, vengono 
principalmente sequenziati i geni BRCA1  e BRCA2 negli individui eleggibili al 
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test previa consulenza genetica, vengono esclusi perciò tutti i geni 
responsabili del tumore alla mammella con penetranza ridotta (Foulkes 
2008). In questo ambito un recente studio descrive la possibilità di eseguire 
l’identificazione di mutazioni ereditarie nel tumore della mammella e ovarico 
utilizzando tecniche di NGS (Walsh, Lee et al. 2010).  Nello studio di Walsh e 
Lee  sono state analizzate 20 pazienti, portatrici di mutazioni individuate in 
precedenza, per verificare la capacità di indentificare diverse categorie di 
mutazioni. Eseguendo l’analisi NGS di tutti i campioni in “cieco” (senza 
sapere che mutazione corrispondeva a ciascun campione) hanno identificato 
tutte le varianti  senza falsi positivi, dimostrando che tali tecnologie 


















Scopo della tesi 
Nonostante che i TNBC rappresentino solo circa il 15-20% di tutti i tumori alla 
mammella rimangono una grande sfida, vista la loro grande eterogeneità e la 
loro difficoltà ad essere trattati. Numerosi studi hanno evidenziato  che i 
tumori mammari e/o ovarici difettivi nel riparo al DNA possono essere 
indirizzati verso terapie non convenzionali con successo (Rodriguez, Makris 
et al. 2010, Vollebergh, Lips et al. 2011, Bal, Verma et al. 2012).   Mutazioni 
su geni correlati al riparo del DNA potrebbero diminuire l’efficienza di un 
meccanismo di riparo del DNA ed in situazioni di particolare stress, come il 
trattamento chemioterapeutico, eventuali difetti proteici non 
necessariamente patogenetici potrebbero condurre al fallimento dei sistemi 
del riparo e quindi ad una migliore risposta terapeutica, in modo analogo a 
quanto avviene nei tumori BRCA1 deficienti e BRCAness (Jordan 2003). 
Perciò è possibile che mutazioni e/o difettiva regolazione di geni legati ai 
sistemi di riparo possano essere utilizzati per predire una possibile prognosi 
e per guidare  verso scelte terapeutiche alternative. 
Lo scopo di questa tesi è quello di evidenziare una possibile signature 
genetica a livello germinale che possa essere correlata con la risposta alla 
terapia neoadiuvante con antracicline e taxani in tumori triplo negativi della 
mammella a non sospetta familiarità. Sono stati analizzati 24 geni, di cui 20 











Geni analizzati  
BRCA1 associated RING domain 1  
 Cromosoma:  2q35 
 Simbolo HGNC: BARD1 
 Trascritti di riferimento: ENST00000260947, NM_000465 
 
Figura 12  Exons: 11 Coding exons: 11 Transcript length: 5,499 bps Translation length: 777 residues 
 
BARD1 codifica per la proteina BARD1, che è uno dei principali interattori di 
BRCA1. La proteina è stata caratterizzata nel 1996  ed è stato visto che 
condivide omologia con le due regioni più conservate di BRCA1: il dominio 
RING nella porzione amminoterminale (NTD) ed il dominio BRCA1 C 
Terminus  (BRCT) all’estremità carbossiterminale (CTD). RING è il dominio 
ricco di cisteine, è stato trovato in molte proteine coinvolte con la 
regolazione del ciclo cellulare, è importante nel mediare interazioni 
omofiliche con altre proteine che condividono lo stesso dominio. 
Strutturalmente il dominio RING assume la conformazione di una Zinc Finger 
con il motivo Cys3HysCys4  che lega due ioni Zn
2+. Infine il dominio RING ha 
attività di E3 ubiquitina ligasi (Deshaies and Joazeiro 2009). BRCT è un 
dominio costituito di circa 100 aminoacidi ripetuti in tandem, ha la capacita 
di legare altre proteine con residui fosforilati(Wu, Wang et al. 1996). Inoltre 
BARD1 possiede tre ripetizioni Ankirin, un motivo di 33 aminoacidi formanti 
due alfa eliche separate da un loop. BARD1 colocalizza nel nucleo con BRCA1 
durante la fase S ma non durante la fare G1 del ciclo cellulare, questo indica 
il coinvolgimento di BARD1 nella tumor suppression mediata da BRCA1 nella 
ricombinazione omologa (Jin, Xu et al. 1997). Mutazioni in questo gene sono 
correlate alla sindrome HBOC. La penetranza di queste mutazioni è bassa e di 
conseguenza anche il rischio conferito. In Figura 13 sono rappresentati i 




Figura 13 Rappresentazione dei domini funzionali di BARD1. L’interazione con BRCA1 è a carico del dominio RING 
(Baer and Ludwig 2002). 
 
Breast cancer 1, early onset  
 Simbolo HGNC: BRCA1 
 Cromosoma: 17q21.31 
 Trascritti di riferimento: ENST00000357654 , NM_007294 
 
 
Figura 14 Exons: 23 Coding exons: 22 Transcript length: 7,094 bps Translation length: 1,863 residues 
Identificato e clonato nel 1994, BRCA1 è un gene la cui proteina è coinvolta 
in molti processi cellulari, come la riparazione del DNA, il controllo del ciclo 
cellulare ed il mantenimento della stabilità genomica. Inizialmente fu 
identificato come un gene con 24 esoni, poi successivamente l’esone 4 è 
stato rimosso poiché costituito da un artefatto di clonaggio, costituito da un 
elemento Alu, la numerazione degli esoni è però rimasta invariata 
(Fackenthal and Olopade 2007). BRCA1 possiede 32 varianti di splicing. La 
regione cromosomica in cui mappa BRCA1 è molto ricca di ripetizioni Alu: 
circa il 41.5% della regione, mentre circa il 4.8% della regione è costituito da 
altre regioni ripetute (Smith, Lee et al. 1996). La funzione di BRCA1 è stata 
estensivamente studiata. Già nel 1995 fu osservato, in tumori sporadici, che i 
livelli di mRNA di BRCA1 decrescevano durante la transizione da carcinoma in 
situ a carcinoma invasivo, infatti fu suggerito che normalmente BRCA1 
funziona da regolatore negativo della crescita dell’epitelio mammario, e 
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questa funzione è compromessa nei carcinomi sia per mutazioni dirette o 
per alterazione dell’espressione genica  (Thompson, Jensen et al. 1995). In 
Figura 15 è descritta la struttura proteica di BRCA1. In molti tumori associati 
a BRCA1 sono state identificate molte mutazioni proprio nei domini RING e 
BRCT indicando che questi domini sono coinvolti con la funzione di 
soppressione tumorale. L’attività di ubiquitina ligasi E3, di BRCA1, è 
enfatizzata quando legata con il dominio RING al suo partner BARD1. Tramite 
PALB2 localizza BRCA2 nei siti di rottura a doppio filamento per la loro 
riparazione con la ricombinazione omologa. Associandosi a molte altre 
proteine (come ad esempio ATM, MSH2, MSH6, MLH1, RAD5o-MRE11-NBS1)  
forma il complesso BRCA1-associated genome surveillane complex (BASC) 
che può essere localizzato associato a larghi foci nucleari. Il complesso BASC 
può funzionare come sensore di strutture anomali del DNA e/o a regolare il 
processo di riparo post-replicativo (Wang, Cortez et al. 2000).  Sebbene le 
mutazioni di BRCA1 e BRCA2 siano riscontrate raramente nei tumori 
sporadici, circa il 50% di questi tumori ha un’espressione ridotta o assente di 
BRCA1. Nella maggior parte dei casi questo avviene mediante la 
combinazione di perdita dell’eterozigosi con la metilazione del promotore 
per inattivare entrambi gli alleli (Esteller 2003). 
È  ipotizzato che i tumori BRCA1 mutati seguano la teoria del doppio colpo, 
questo può spiegare l’accelerata carcinogenesi nelle sindromi familiari di 
tumore (Elledge and Amon 2002), inoltre è stato proposto che mutazioni a 
singolo allele su BRCA1 abbiano un effetto di aploinsufficienza e questo 
possa accelerare la carcinogenesi ereditaria, facilitando l’instabilità genomica 





Figura 15 BRCA1 possiede un dominio RING con il quale interagisce con BARD1. La Nuclear Localization Sequence 
(NLS) è responsabile della traslocazione di BRCA1 dal citoplasma al nucleo. Nella regione centrale è stato identificato 
un importante residuo di serina che viene fosforilato da CHK2. Al CTD sono presenti un dominio coiled coil con il 
quale interagisce con Partner and localizer of BRCA2 (PALB2); il dominio BRCT, con il quale interagisce con proteine 
fosforilate; un cluster SQ/TQ (SCD) che contiene dei siti potenzialmente fosforilabili da ATM(Roy, Chun et al. 2012). 
Mutazioni su BRCA1 provocano, con un pattern autosomico dominante a 
penetranza incompleta, l’insorgenza della sindrome Hereditary breast and 
ovarian cancer (HBOC) con un aumento del rischio di sviluppare tumori alla 
mammella fino al 78% in relazione all’età (Antoniou, Pharoah et al. 2003). 
Mutazioni su BRCA1  sono inoltre associate al carcinoma pancreatico.  
 
Breast cancer 2, early onset 
 Simbolo HGNC: BRCA2 
 Cromosoma: 13q13.1 
 Trascritti di riferimento: ENST00000380152, NM_000059  
 
Figura 16  Exons: 27 Coding exons: 26 Transcript length: 10,930 bps Translation length: 3,418 
residues 
Identificato nel 1995 con clonaggio posizionale(Wooster, Bignell et al. 1995) 
codifica per una proteina che nonostante condivida l’eziologia del tumore 
alla mammella ereditazione con BRCA1  non ha alcuna omologia strutturale 
con esso. BRCA2 è direttamente coinvolto nella ricombinazione omologa, 
essendo in grado di legare i ssDNA e posizionando RAD51 alle estremità dei 
filamenti di DNA permettendoli di rimuove RPA dai ssDNA, quindi BRCA2 
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stabilizza i complessi RAD51-ssDNA bloccando l’idrolisi dell’ATP (Yang, Jeffrey 
et al. 2002). In Figura 17 è riassunta la struttura proteica di BRCA2. 
 
 
Figura 17 All’estremità NTD è presente il sito di legame con PALB2, essenziale per connettere BRCA1 con BRCA2. La 
porzione centrale della proteina contiene otto ripetizioni BRC che sono essenziali per il legame e la localizzazione di 
RAD51. H è il dominio ad elica essenziale per il legame al DNA. Successivamente sono presenti tre motivi 
Oligonucleotide Binding (OB) ed un dominio tower (T), questi possono facilitare il legame di BRCA2 sia ai ssDNA ed ai 
dsDNA. Al CTD è presente una sequenza di localizzazione nucleare (NLS) ed un sito di fosforilazione della cyclin-
dependent kinase-2 (CDK2) che lega inoltre RAD51 (Roy, Chun et al. 2012). 
Mutazioni su BRCA2 sono associate all’anemia di Fanconi e principalmente, 
come BRCA1, alla sindrome HBOC, in portatori di mutazioni, aumentano il 
rischio di sviluppare il carcinoma alla mammella fino al 56% in relazione 
all’età (Antoniou, Pharoah et al. 2003). Mutazioni su BRCA2 sono associate 
inoltre al tumore al pancreas, ed al glioma. Nonostante sia associato con 
l’insorgenza al tumore alla prostata solo nello 0.1% dei casi e solo nello 0.5% 
dei casi per il tumore al pancreas, le mutazioni su BRCA2 possono aumentare 
il rischio relativo, rispetto alla popolazione generale, fino a 20 volte per il 
tumore alla prostata e fino a 10 volte per il tumore al pancreas (Foulkes 
2008). 
 
BRCA1 interacting protein C-terminal helicase 1  
 Simbolo  HGNC: BRIP1 
 Cromosoma: 17q22.2 
 Trascritti di riferimento: ENST00000259008, NM_032043 
 
Figura 18 Exons: 20 Coding exons: 19 Transcript length: 6,048 bps Translation length: 1,249 residues 
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Identificato nel 2001, è un gene che codifica per una proteina della famiglia 
di elicasi DEAH. È una ATPasi DNA-dipendente con attività elicasica 5’-3’ 
necessaria per il mantenimento della stabilità cromosomica. Possiede sette 
motivi elicasici conservati, ed un segnale di localizzazione nucleare. BRIP1 
lega direttamente le ripetizioni BRCT di BRCA1 ed è direttamente coinvolto 
con l’attività di BRCA1 nel riparare i DSB (Cantor, Bell et al. 2001). Mutazioni 
su BRIP1  sono associate con l’anemia di Fanconi, nel gruppo di 
complementazione J e principalmente con il carcinoma alla mammella. In 
Figura 19 sono rappresentati i domini funzionali di BRIP1 e le mutazioni 
principali osservate. 
 
Figura 19 In rosa: mutazioni particolarmente associate con il tumore alla mammella. In azzurro: mutazioni associate 
principalmente con l’anemia di fanconi. Con le lettere romane sono rappresentati i sette motivi elicasici DEAH. La 
fosforilazione della serina 990 è necessaria per l’interazione con BRCA1. 
 
E-cadherin  
 Simbolo  HGNC: CDH1 
 Cromosoma: 16q22.1 
 Trascritti di riferimento: ENST00000261769, NM_004360 
 
Figura 20 Exons: 16 Coding exons: 16 Transcript length: 4,875 bps Translation length: 882 residues 
CDH1  codifica per l’importante proteina di adesione E-caderina. Identificata 
nel 1987 con il nome di uvomorulina mostra un’omologia di sequenza 
nucleotidica ed aminoacidica dell’80% con l’ortologo in Mus musculus 
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(Mansouri, Spurr et al. 1988). E’ una molecola di adesione cellulare calcio 
dipendente e la sua perdita è normalmente associata con la transizione 
epitelio-mesenchima osservata durante l’origine delle cellule metastatiche. 
Mutazioni in linea germinale di CDH1 sono associate con il carcinoma della 
mammella, in particolare con la tipologia lobulare con una conseguente 
perdita di eterozigosità nel tessuto tumorale (Masciari, Larsson et al. 2007). 
 
 
Checkpoint kinase 2  
 Simbolo  HGNC: CHEK2 
 Cromosoma: 22q12.1 
 Trascritti di riferimento: ENST00000328354, NM_001005735 
 
Figura 21 Exons: 15 Coding exons: 14 Transcript length: 1,867 bps Translation length: 543 residues 
CHEK2,  chiamato anche CHK2, è stato identificato nel 1998 come omologo 
di RAD53 di Saccharomyces cerevisiae e come omologo di cds1+ di 
Saccharomyces pombe. Codifica per una serina-treonina chinasi che viene 
rapidamente fosforilata ed attivata in risposta a blocchi della replicazione ed 
a danno al DNA, è coinvolta nell’arresto del ciclo cellulare, nell’attivazione 
del riparo al DNA e nell’ apoptosi in presenza di DSB. Interagisce  pure con 
ATM. (Matsuoka, Huang et al. 1998). 
È stato dimostrato che CHKE2 e BRCA1 interagiscono e co-localizzano ai foci. 
CHKE2 è in grado di regolare la funzione di BRCA1 successivamente al danno 
al DNA fosforilandone la Ser-988. Questa fosforilazione è richiesta per la 
separazione di CHEK2 da BRCA1, permettendone l’attivazione. L’importanza 
della fosforilazione della Ser-988, da parte di CHEK2, è stata dimostrata in 
cellule mutate in omozigosi su BRCA1 (HCC1937), che sono estremamente 
sensibili al danno al DNA. La resistenza al danno al DNA veniva ripristinata se 
le cellule venivano transfettate con la proteina wild-type, o con una proteina 
con il residuo 988 non fosforilabile ma che  facilitava il distacco tra BRCA1 e 
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CHEK2, mentre non veniva ripristinata quando le cellule venivano 
transfettate con un costrutto recante un residuo non fosforilabile e che non 
mediava il distacco tra le due proteine, dimostrando così che il distacco 
causato dalla fosforilazione della Ser-988 è indispensabile per l’attivazione di 
BRCA1 (Lee, Collins et al. 2000). 
Mutazioni in CHEK2  nella linea germinale, di tipo eterozigote, sono state 
identificate in pazienti con la sindrome di Li-Fraumeni- like, caratterizzata 
dall’insorgenza di osteo-sarcoma, tumore alla mammella e tumore al cervello 
(Bell, Varley et al. 1999).  
 
 
Excision repair cross-complementing rodent repair deficiency  
 Simbolo  HGNC: ERCC1 
 Cromosoma: 19q13.32 
 Trascritti di riferimento: ENST00000300853, NM_001983 
 
Figura 22 Exons: 10 Coding exons: 9 Transcript length: 3,828 bps Translation length: 297 residues 
Identificato nel 1983 in seguito ad esperimenti di trasferimento genetico in 
linee cellulari ovariche di Criceto cinese (CHO) sensibili ad agenti provocanti 
danno al DNA (Rubin, Joyner et al. 1983). Codifica per una proteina coinvolta 
nel NER, interagisce con ERCC4 (chiamato anche XPF) per formare una 
endonucleasi capace di eseguire l’escissione del DNA necessaria per il suo 
riparo. Il suo ruolo principale è quello di stabilizzare e promuovere l’attività 
di XPF (Gregg, Robinson et al. 2011, Kashiyama, Nakazawa et al. 2013). 
ERCC1, XPF e XPA si assemblano in un complesso ternario, necessario sia per 
il riconoscimento del danno al DNA sia per l’attività di escissione  (Park and 
Sancar 1994). Mutazioni su ERCC1 sono associate alla sindrome cerebro-
oculare-facciale-scheletrica di tipo 4, una patologia ad insorgenza prenatale 
caratterizzata da microcefalia, cataratta, dismorfismi facciali, ritardo nella 
crescita ed un grave ritardo psicomotorio. Questa patologia appartiene ai 
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disordini del NER, come anche lo xeroderma pigmentosum, la 
























mutL homolog 1   
 Simbolo  HGNC: MLH1 
 Cromosoma: 3p22.3 
 Trascritti di riferimento: ENST00000231790, NM_000249 
 
Figura 23 Exons: 19 Coding exons: 19 Transcript length: 2,752 bps Translation length: 756 residues 
Il gene MLH1 è l’omologo umano del gene MutL di E. coli. Identificato nella 
ricerca dei geni del MMR che sono responsabili della sindrome ereditaria del 
cancro colorettale non poliposico (Hereditary Non Polyposis Colorectal 
Cancer, HNPCC), o sindrome di Lynch (Papadopoulos, Nicolaides et al. 1994). 
Le mutazioni su MLH1 sono principalmente correlate alla sindrome di Lynch 
di tipo 2. MLH1 dimerizza con PMS2 originando il complesso MutL-α, uno dei 
componenti principali del MMR. È stato osservato che interagisce  con la 
DNA pol III reclutandola al sito del MMR (Kadyrov, Dzantiev et al. 2006). 
Eterodimerizza con MLH3 per formare il complesso MutL-γ, coinvolto nella 
meiosi(Holloway, Booth et al. 2008). Mutazioni su MLH1 sono 
principalmente correlate con la sindrome HNPCC. La sindrome HNPCC di tipo 
2 è caratterizzata da un incremento del rischio per tumori, oltre che al colon, 
anche di altri tessuti come: utero, ovaio, mammella, stomaco, intestino, 
pelle, e laringe (Clyne, Offman et al. 2009). In Figura 24 è rappresentata la 
proteina con la divisione in esoni e i rispettivi domini funzionali. 
 
Figura 24 Numeri: rappresentano gli esoni. Sono evidenziati i domini di interazione con le proteine della famiglia 






meiotic recombination 11 homolog A (S. cerevisiae)  
 Simbolo  HGNC: MRE11A 
 Cromosoma: 11q21 
 Trascritti di riferimento: ENST00000323929, NM_005591 
 
Figura 25 Exons: 20 Coding exons: 19 Transcript length: 2,746 bps Translation length: 708 residues 
MRE11A è stato identificato nel 1995 tramite analisi di doppio ibrido in 
lievito. MRE11 è una proteina espressa ad alti livelli nei tessuti proliferanti 
(Petrini, Walsh et al. 1995). MRE11 ha un’attività 3’>5’ esonucleasica 
promossa quando complessato con RAD50. Possiede inoltre un’attività 
endonucleasica. In vitro media l’unione di estremità di DNA non 
complementari utilizzando corte sequenze di omologia. Insieme a RAD50 e 
NBS1 forma il complesso MRN, che interagisce con BRCA1 mediandone la 
risposta al danno al DNA (Zhong, Chen et al. 1999). Partecipa inoltre al 
complesso BASC.  Il complesso MRN gioca un ruolo centrale sia nel riparo dei 
DSB, nella ricombinazione del DNA, nel mantenimento dell’integrità 
telomerica e nella meiosi. Mutazioni su MRE11A sono associate a patologie 
correlate con la Ataxia-telengectasia (ATLD), caratterizzata da ataxia 
cerebellare progressiva, disartria, movimenti oculari anormali ed ad assenza 
di telengectasia. I pazienti ATLD hanno inoltre ipersensitività alle mutazioni 
ionizzanti (Stewart, Maser et al. 1999).  . In Figura 26 è rappresentata la 
proteina MRE11A. 
 




mutS homolog 2 (E. coli)  
 Simbolo  HGNC: MSH2 
 Cromosoma: 2p21 
 Trascritti di riferimento: ENST00000233146, NM_000251 
 
Figura 27  Exons: 16 Coding exons: 16 Transcript length: 3,307 bps Translation length: 934 residues 
MSH2 è il gene omologo di MutS in E. coli. Clonato e caratterizzato nel 1993 
(Fishel, Lescoe et al. 1993). Tutte le proteine del gruppo MutS possiedono 
una regione altamente conservata di circa 150 aminoacidi che contiene un 
motivo strutturale Helica-Giro-Helica (HTH) associato con un dominio di 
legame all’adenina ed al Mg2+, denomiato motivo Walker-A è la porzione 
responsabile dell’attività ATPasica essenziale per il MMR (Gradia, Acharya et 
al. 1997).MSH2 è coinvolto principalmente con il MMR formando 
eterodimeri con MSH6 e MSH3. Mutazioni in eterozigosi su MSH2 provocano 
la HNPCC di tipo 1 e sono particolarmente associate con l’instabilità dei 
microsatelliti (Fishel, Ewel et al. 1994). La sindrome HNPCC segue un pattern 
ereditario autosomico dominante. In Figura 28 è rappresentata la proteina 
MSH2. 
 










mutS homolog 6 (E. coli)  
 Simbolo  HGNC: MSH6 
 Cromosoma: 2p16 
 Trascritti di riferimento: ENST00000234420, NM_000179 
 
Figura 29 Exons: 10 Coding exons: 10 Transcript length: 4,328 bps Translation length: 1,360 residues 
MSH6 è un componente principale del MMR, dimerizza con MSH2 per 
formare il complesso MutS-α che lega i mismatch sul DNA, per iniziarne la 
riparazione. Possiede il motivo ATPasico Walker-A. Mutazioni in eterozigosi 
su MSH6 sono principalmente associate alla sindrome HNPCC.  
 
mutY homolog (E. coli)  
 Simbolo  HGNC: MUTYH 
 Cromosoma: 1p34.1 
 Trascritti di riferimento: ENST00000372098, NM_012222  
 
Figura 30 Exons: 16 Coding exons: 16 Transcript length: 1,839 bps Translation length: 546 residues 
Il gene mutY di di E. coli è una glicosilasi coinvolta nel riparo dei mismatches 
A/G e A/C. Il gene umano è stato identificato per screening di un database di 
cDNA umani (Slupska, Baikalov et al. 1996). Il gene dei mammiferi codifica 
per una DNA glicosilasi coinvolta nel riparo dei danni ossidativi al DNA, 
principalmente degli appaiamenti errati A/G, A/C e A/8-oxo-guanina 
rimuovendo l’adenina (mentre la 8-oxo-guanina viene rimossa dalla DNA 
glicosilasi OGG1) (Lu and Fawcett 1998). Mutazioni su MUTYH provocano la 
“MUTYH-associated polyposis” (MAP), una condizione caratterizzata dallo 
sviluppo di molteplici polipi adenomatosi al colon-retto, derivati dall’epitelio 
ghiandolare, di tipo benigno che con il tempo possono evolvere in carcinomi 
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(Al-Tassan, Chmiel et al. 2002). Mutazioni su MUTYH sono inoltre correlate al 
tumore gastrico (Kim, Cho et al. 2004). 
Nibrin   
 Simbolo  HGNC: NBN 
 Cromosoma: 8q21-q24 
 Trascritti di riferimento: ENST00000265433, NM_002485 
 
Figura 31  Exons: 16 Coding exons: 16 Transcript length: 4,666 bpsTranslation length: 754 residues 
NBN è stato identificato per clonaggio posizionale in una regione associata 
con la Nijmegen breakage syndrome (NBS). In modo indipendente fu 
identificata anche sotto il nome di p95 ma una comparazione del cDNA ha 
mostrato codificavano per la stessa proteina (Varon, Vissinga et al. 1998). È 
una componente del complesso MRN, quindi è essenziale nella risposta al 
danno al DNA e al mantenimento dell’integrità cromosomica. Mutazioni su 
NBN provocano la sindrome NBS, patologia autosomica recessiva 
caratterizzata da instabilità cromosomica (associata a difetti nel riparo delle 
giunzioni di Holliday), sensibilità alle radiazioni, microcefalia, ritardo nella 
crescita, immunodeficienza e predisposizione ai tumori, in particolare alle 
neoplasie linfoidi. E’ correlato inoltre alla predisposizione del tumore alla 
mammella (Resnick, Kondratenko et al. 2003). In Figura 32 è rappresentata la 
proteina NBN. 
 
Figura 32 FHA: Forkhead-associated domain; BRCT: BRCA1C-terminus; MBD MRE11-binding domain; AIM: ATM-






Partner and localizer of BRCA2  
 Simbolo  HGNC: PALB2 
 Cromosoma: 16p12.1 
 Trascritti di riferimento: ENST00000261584, NM_024675  
 
Figura 33 Exons: 13 Coding exons: 13 Transcript length: 4,003 bps Translation length: 1,186 residues 
Identificato e clonato in seguito ad analisi di spettrometria di massa per 
identificare le proteine che immuno-precipitavano con BRCA2. PALB2 
codifica per una proteina che co-localizza con BRCA2 ai foci nucleari e ne 
promuove la localizzazione e la stabilità nelle strutture nucleari, 
permettendone la corretta funzione (Xia, Dorsman et al. 2007). La sua 
funzione essenziale è quella di fare da scaffold per la formazione del 
complesso BRCA1-PALB2-BRCA2, promosso dalla fosforilazione della Ser-988 
di BRCA1 da parte di CHK2. Alla porzione NTD un dominio coiled-coil 
interagisce con il dominio coiled-coil di BRCA1 mentre la porzione CTD di 
PALB2 interagisce con l’NTD di BRCA2 (Oliver, Swift et al. 2009). In 
conclusione le mutazioni di PALB2 impediscono la HR. La deplezione di 
PALB2 produce una fenotipo simile a quello provocato da mutazioni su 
BRCA2 poiché venendo a mancare il prodotto proteico del primo gene, 
BRCA2 non può essere localizzato, ma non hanno impatto sull’attivazione del 
checkpoint di fase S mediato da BRCA1 (Zhang, Willers et al. 2004, Zhang, Ma 
et al. 2009). Le  mutazioni germinali di  su PALB2 in eterozigosi determinano 
un aumento della suscettibilità allo sviluppo del tumore alla mammella/ovaio 
mentre in omozigosi sono responsabili della  Anemia di Fanconi del gruppo di 








Poly (ADP-ribose) polymerase 1  
 Simbolo  HGNC: PARP1 
 Cromosoma: 1q41-q42 
 Trascritti di riferimento: ENST00000366794, NM_001618  
 
Figura 34  Exons: 23 Coding exons: 23 Transcript length: 3,958 bpsTranslation length: 1,014 residues 
La proteina codificata da PARP1 è principalmente coinvolta con il BER. 
Catalizza la poli(ADP-ribosil)azione, con consumo di NAD+, di un limitato 
numero di proteine accettrici coinvolte con l’architettura cromatinica (come 
gli istoni del core nucleosomico e l’istone H1), le proteine con il dominio 
HMG e le topoisomerasi I e II. Questa modifica sembra essere necessaria per 
la riparazione delle rotture del DNA (Kim, Mauro et al. 2004). 
 
PMS1 postmeiotic segregation increased 1 (S. cerevisiae)  
 Simbolo  HGNC: PMS1 
 Cromosoma: 2q31-q33 
 Trascritti di riferimento: ENST00000441310, NM_000534 
 
Figura 35  Exons: 13 Coding exons: 12 Transcript length: 3,225 bps Translation length: 932 residues 
Identificato durante la ricerca di geni con omologia ai mutL batterici e di 
lievito (Papadopoulos, Nicolaides et al. 1994). Non è chiaro il suo 
coinvolgimento nel MMR ma è stata provata la formazione di dimeri con 
MLH1 (Cannavo, Gerrits et al. 2007). Mutazioni su PMS1 possono giustificare 
dei casi di HNPCC in assenza di mutazioni su MSH2 o MLH1 (Nicolaides, 




PMS2 postmeiotic segregation increased 2 (S. cerevisiae)  
 Simbolo  HGNC: PMS2 
 Cromosoma: 7p22.1 
 Trascritti di riferimento: ENST00000265849, NM_000535 
 
Figura 36  Exons: 15 Coding exons: 15 Transcript length: 2,855 bps Translation length: 862 residues 
Identificato come PMS1 durante la ricerca di geni con omologia ai mutL 
batterici e di lievito. Il prodotto proteico di PMS2 si associa con MLH1 
costituendo l’eterodimero MutL-α richiesto nel MMR (Kadyrov, Dzantiev et 
al. 2006). Sono stati identificati ben 14 pseudogeni per PMS2 (De Vos, 
Hayward et al. 2004). Mutazioni su questo gene portano a fenotipi HNPCC 
(Silva, Valentin et al. 2009) e ad una sindrome definita “Mismatch Repair 
Cancer Syndrome” caratterizzata dalla coincidenza di un tumore primario del 
cervello seguito da multipli adenomi colorettali (Hamilton, Liu et al. 1995). 
 
Phosphatase and tensin homolog    
 Simbolo  HGNC: PTEN 
 Cromosoma: 10q23 
 Trascritti di riferimento: ENST00000371953, NM_000314 
 
Figura 37  Exons: 9 Coding exons: 9 Transcript length: 9,027 bps Translation length: 403 residues 
Identificato dall’osservazione di una frequente perdita di eterozigosi 
associata al locus 10q23, che avviene nel 70% dei glioblastomi e nel 60% dei 
cancri alla prostata avanzati (Li, Yen et al. 1997). PTEN codifica per una 
proteina espressa ubiquitariamente. Ha una funzione soppressore tumorale 
in quanto è capace di antagonizzare il pathway di PI3K tramite attività lipido-
fosfatasica. Antagonizza inoltre il signaling MAPK attraverso un’attività 
fosfatasica eseguita su proteine con residui tirosin-, serin-,treonin- fosforilate 
(Pezzolesi, Zbuk et al. 2007). La perdita di espressione di PTEN è stata 
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associate con il tumore alla mammella basal-like sia nei tumori non ereditari, 
sia negli ereditari con difetti su BRCA1. La perdita di PTEN nei tumori BRCA1-
difettivi di tipo basal-like è associata a notevoli mutazioni come rotture 
cromosomiche intrageniche, inversioni, delezioni e micro copy number 
alterations, queste sono alterazioni coerenti ai difetti del riparo dei DSB. 
Questo indica una specifica e ricorrente conseguenza oncogenica delle 
disfunzioni di BRCA1 e implica che il pathway di PTEN sia direttamente 
coinvolto nella trasformazione delle cellule progenitrici ad un fenotipo basal-
like (Saal, Gruvberger-Saal et al. 2008). Alterazioni della funzione di PTEN 
sono coinvolte anche con lo sviluppo di melanomi, tumori alla cervice ed 
all’endometrio e alla prostata; anche se sembra che mutazioni su PTEN, in 
linea germinale, non abbiano un ruolo importante nel determinare la 
suscettibilità al tumore della prostata (Xie, Lu et al. 2011). Mutazioni su PTEN 
provocano la sindrome di Cowden o “sindrome con amartomi multipli”, che 
conferisce un rischio del 25-50% di sviluppare un carcinoma della mammella 
nel corso della vita nelle donne affette. Mutazioni su PTEN sono rare nei 
carcinomi sporadici, però la perdita di eterozigosità è riscontrata nell’11-41% 
dei casi. 
 
RAD50 homolog (S. cerevisiae)  
 Simbolo  HGNC: RAD50 
 Cromosoma: 5q23-q31 
 Trascritti di riferimento: ENST00000265335, NM_005732 
 
Figura 38  Exons: 25 Coding exons: 25 Transcript length: 6,022 bpsTranslation length: 1,312 residues 
Identificato dalla selezione di cDNA dall’intervallo cromosomico 5q23-q31, 
RAD50 è l’omologo del gene Rad50  di S. cerevisiae (Dolganov, Maser et al. 
1996). La proteina RAD50 ha un’attività ssDNA-endonucleasica Mn2+-
dipendente ed un’attività esonucleasica 3’>’5, importanti per la 
ricombinazione, il riparo e il mantenimento della stabilità genomica (Carney, 
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Maser et al. 1998). Appartiene al complesso MRN. Mutazioni in eterozigosi 
su RAD50 sono associate con la sindrome NBS (Waltes, Kalb et al. 2009). 
 
RAD51 paralog C  
 Simbolo  HGNC: RAD51C 
 Cromosoma: 17q25.1  
 Trascritti di riferimento: ENST00000337432, NM_058216 
 
Figura 39  Exons: 9 Coding exons: 9 Transcript length:1,322 bps Translation length: 376 residues 
La famiglia dei geni RAD51, identificata sia in lievito che nell’uomo, codifica 
per proteine strand-transfer coinvolte con il riparo del DNA per 
ricombinazione e nella meiosi. Nei mammiferi sono stati identificati 
numerosi geni di questa famiglia (Dosanjh, Collins et al. 1998). Nell’Uomo i 
paraloghi di RAD51 sono coinvolti nel processamento delle giunzioni di 
Holliday (Liu, Masson et al. 2004). È stato dimostrato che le proteine della 
ricombinazione omologa come RAD51, RAD1C e XRCC3 sono inoltre richieste 
per mantenere la stabilità del genoma mitocondriale (Sage, Gildemeister et 
al. 2010).  Mutazioni su RAD51C sono associate a difetti della DDR e 
all’anemia di Fanconi, nel gruppo di complementazione O (Vaz, Hanenberg et 
al. 2010). Diversi studi recenti associano mutazioni su RAD51C al tumore alla 
mammella familiare (Pelttari, Heikkinen et al. 2011, Loveday, Turnbull et al. 









RAD52 homolog (S. cerevisiae)  
 Simbolo  HGNC: RAD52 
 Cromosoma: 12p13-p12.2 
 Trascritti di riferimento: ENST00000358495, NM_134424  
 
Figura 40  Exons: 12 Coding exons: 11 Transcript length: 2,710 bpsTranslation length: 418 residues 
La proteina umana RAD52 forma degli anelli eptamerici che catallizzano 
l’appaiamento dei filamenti di ssDNA complementari. È principalmente 
coinvolto con il riparo dei DSB e gioca un ruolo centrale nella ricombinazione 
(Kagawa, Kurumizaka et al. 2002). 
 
Serine/threonine kinase 11  
 Simbolo  HGNC: STK11 
 Cromosoma: 19p13.3 
 Trascritti di riferimento: ENST00000326873, NM_000455  
 
Figura 41 Exons: 10 Coding exons: 9 Transcript length: 3,328 bps Translation length: 433 residues 
Identificata e caratterizzata nel 1998 in un locus per la sindrome Peutz-
Jeghers, malattia rara ereditaria autosomica dominante caratterizzata da 
macchie nelle zona buccale, con la formazione di polipi nell’intestino e con 
un aumentato rischio di cancro in generale (Jenne, Reimann et al. 1998). È 
una proteina soppressore tumorale con attività Ser/Thr chinasica che 
controlla l’attività dei membri di AMP-activated protein kinase (AMPK), 
quindi svolge un ruolo di regolazione in vari processi come il metabolismo 
cellulare, la polarità cellulare (rimodellando il citoscheletro), l’apoptosi e la 
risposta al danno del DNA. È stato dimostrato che STK11 si associa 
fisicamente a p53 e ne regola i pathways apoptotici (Karuman, Gozani et al. 
2001). Agisce come regolatore a monte di AMPK mediando la fosforilazione 
e l’attivazione delle subunità catalitiche PRKAA1 e PRKAA2 regolando quindi 
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l’inibizione dei signaling cellulari che promuovono la crescita cellulare e la 
proliferazione quando la disponibilità energetica cellulare è bassa, regolando 
l’omeostasi del glucosio nel fegato e l’attivazione dell’autofagia. (Ollila and 
Makela 2011). Oltre che ad essere correlato alla sindrome di Peutz-Jeghers è 
anche associato al tumore ai testicoli ed è uno dei geni a minor frequenza e 
penetranza che aumentano la suscettibilità per il tumore alla mammella 
ereditario (van der Groep, van der Wall et al. 2011). 
 
Tumor protein p53   
 Simbolo  HGNC: TP53 
 Cromosoma: 17p13.1 
 Trascritti di riferimento: ENST00000269305, NM_000546 
 
Figura 42  Exons: 11 Coding exons: 10 Transcript length: 2,579 bps Translation length: 393 residues 
TP53 codifica per la proteina p53 che è uno dei più importanti fattori di 
trascrizione con attività tumor-suppressor. Agisce in reazione di molteplici 
stress cellulari e a sua volta regola proteine per indurre l’arresto del ciclo 
cellulare, l’apoptosi, la senescenza, il riparo al DNA e cambi al metabolismo. 
È coinvolto inoltre nell’induzione dell’apopoptosi attraverso meccanismi 
citoplasmatici non trascrizionali. P53 viene tenuto inattivo dalla 
poliubiquitinazione mediata da MDM2 che ne provoca la degradazione 
proteosoma-dipendente. La funzione di p53 è persa in quasi tutti i tipi di 
cancro sia da mutazioni sul gene stesso sia da un’alterazione del signaling a 
monte o a valle della proteina. p53 agisce come tetramero quindi delle 
mutazioni missenso che ne bloccano l’aggregazione possono portare a 
mutanti dominanti negativi  (Toledo and Wahl 2006, Bourdon 2007, Vousden 
and Lane 2007). Mutazioni in TP53 provocano principalmente la sindrome di 
LI-Fraumeni, una sindrome autosomica dominante, caratterizzata da un alto 
rischio di sviluppare tumori, in particolare sarcomi, tumori alla mammella, 
tumori cerebrali (astrocitomi) e carcinomi adrenocorticali. Insieme a BRCA1 e 
BRCA2 è uno dei geni ad alta penetranza nel tumore alla mammella 
57 
 
familiare. In molti tumori TNBC sono state ritrovate numerose mutazioni su 
TP53 e questo potrebbero renderlo un futuro bersaglio terapeutico in questa 
categoria di tumori (Turner, Moretti et al. 2013). In Figura 43 è rappresentata 
la proteina p53. 
 
Figura 43 p53 è divisa in tre porzioni principali: NTD, CTD ed una porzione centrale. All’NTD è presente il dominio di 
trans-attivazione, necessario per l’attività di trans-attivazione, con cui interagisce con vari fattori di trascrizione, 
acetiltransferasi ed MDM2. Il dominio SH3 è un dominio ricco di prolina, richiesto per l’interazione con SIN3 che la 
protegge dalla degradazione. Nella porzione centrale è presente il dominio di legame al DNA. Al CTD è presente il 
dominio di tetramerizzazione e le sequenze di esporto e localizzazione nucleare. I numeri indicano i residui 
aminoacidici (Bode and Dong 2004). 
 
Tumor protein p53 binding protein 1  
 Simbolo  HGNC: TP53BP1 
 Cromosoma: 15q15-q21 
 Trascritti di riferimento: ENST00000450115, NM_001141979 
 
Figura 44  Exons: 28 Coding exons: 28 Transcript length: 6,179 bps Translation length: 1,975 
residues 
Scoperto nel 1994 con esperimenti di doppio ibrido in lievito, come partner 
di p53, di cui ne promuove l’attività come fattore di trascrizione (Iwabuchi, 
Bartel et al. 1994). TP53BP1 ha un ruolo chiave nella trasduzione del segnale 
per attivare il checkpoint cellulare correlato col danno al DNA. È richiesto per 
l’accumulo di p53,  per l’arresto G2/M e per il checkpoint di fase S in risposta 
alle radiazioni ionizzanti. Svolge un ruolo parzialmente ridondante nella 
fosforilazione degli effettori a valle di BRCA1 e CHK2 per i checkpoint 
cellulari. È inoltre richiesto per la formazione dei foci di BRCA1 per il 
reclutamento delle proteine segnale e del riparo ai siti di danno al DNA 
(Wang, Matsuoka et al. 2002). In risposta alle radiazioni ionizzanti è inoltre in 
grado di regolare gli eventi di fosforilazione mediati da ATM (DiTullio, 
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Mochan et al. 2002). Aberrazioni cromosomiche coinvolgenti TP53BP1 sono 
state trovate in tumori mieloproliferanti (Grand, Burgstaller et al. 2004). È 
stato inoltre osservato che l’espressione di TP53BP1 è ridotta sia nei TNBC 





















MATERIALI E METODI 
Selezione del campione 
Sono state analizzate 16 pazienti con diagnosi di tumore mammario triplo 
negativo alla biopsia pre-operatoria,  trattati in neoadiuvante con taxani e 
antracicline, in particolare con almeno 3 cicli di FEC (fluorouracile, 
epirubicina, ciclofosfamide) e 3 cicli taxani. I taxani sono somministrati 
settimanalmente, mentre il trattamento con FEC ogni 21 giorni. 
Sette pazienti avevano eseguito una consulenza genetica per familiarità per 
carcinoma mammario e/o ovarico, e sottoposte al test genetico erano 
risultate negative per mutazioni deleterie su BRCA1 e BRCA2. Le restanti 
nove pazienti erano state reclutate dai medici del polo oncologico 
dell’Azienda Ospedaliera Universitaria Pisana. I prelievi di sangue periferico 
sono stati eseguiti per scopo di ricerca e diagnostica, previa sottoscrizione di 
un consenso informato. I dati clinici di ciascuna paziente erano disponibili 
nelle cartelle cliniche. 
Estrazione del DNA 
Il DNA genomico è stato estratto da sangue intero utilizzando il kit Qiagen “ 
QIAamp DNA BLOOD Mini kit”, basato sull’utilizzo di membrane di silicati, 
seguendo il protocollo indicato. 
Sequenziamento: Ion Torrent Personal Genome Machine 
(PGM) 
A differenza del sequenziamento di Sanger, che si basa sul processo della 
terminazione casuale con dideossiribonucleotidi della reazione di sintesi del 
DNA, la tecnologia Ion Torrent permette il sequenziamento massivo parallelo 
di librerie di DNA, di più campioni differenti, tramite un approccio basato 
sulla misurazione delle variazioni di pH che avvengono al momento 
dell’incorporazione del singolo deossiribonucleotide nella reazione 
catalizzata dalla DNA polimerasi. La reazione di sequenza avviene utilizzando 
come stampo sequenze target legate a delle micro-sfere, le quali portano 
legate sulla loro  superficie migliaia di templati tutti uguali. La produzione 
delle microsfere, caricate con il DNA da sequenziare, sarà descritta più 
avanti. Le microsfere, su cui sono legate “colonie clonali” di DNA da 
sequenziare, vengono deposte in un chip di sequenza, che contiene dei 
60 
 
pozzetti in cui le sfere si dispongono singolarmente. In ciascun pozzetto del 




Figura 45 La reazione della DNA polimerasi sfrutta l’asimmetria delle molecole del desosiribosio seguendo la 
direzione 5’>3’ degli atomi di carbonio. Il gruppo idrossile (OH), all’estremità 3’ della catena di DNA, esegue un 
attacco nucleofico al legame tra il fosfato α e β del trifosfato lasciando una catena di DNA estesa, lo ione Pirofosfato 
ed un protone (H
+
) come prodotti della reazione (Lindsay 2012). 
 
Durante la reazione le quattro basi (deossiadenosina trifosfato, 
deossitimidina trifosfato, deossiguanosina trifosfato e deossicitidina 
trifosfato ) sono introdotte una per volta nei pozzetti del chip, il nucleotide 
complementare alla sequenza viene incorporato, mentre i rimanenti dNTP 
sono rimossi dopo ogni ciclo. Se avviene l’incorporazione del dNTP viene 
rilevata una variazione di pH dalla reazione così bilanciata: 
DNAn residui 
(n residui) - + dNTP 4- →P2O7
4- + DNAn + 1 residui 
(n residui+1) - + H+  
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Ion Torrent utilizza un Ion-sensitive field-effect transistor (ISFET) proprio per 
rilevare il protone rilasciato dalla reazione. Questo comporta  diversi 
vantaggi infatti oltre alla polimerasi ed ai dNTP non sono richiesti altri 
reagenti, limitando così i costi; inoltre, il rilevamento è puramente di tipo 
elettronico e non è necessario alcun tipo di ottica,  portando ad una 
riduzione dei tempi di sequenza rispetto alle altre piattaforme di 
sequenziamento NGS. Come mostrato in Figura 46 gli ISFET sono posizionati 
sotto i pozzetti, inseriti nei chip costituiti da un Complementary Metal-oxide 
semiconductors (CMOS). 
 
Questa tecnologia presenta un limite condiviso con gli altri sistemi basati 
sulla rilevazione dell’incorporazione di singoli nucleotidi, come il 
pyrosequencing, ovvero la difficoltà di enumerare correttamente lunghe 
ripetizioni omopolimeriche (Metzker 2005). Un altro limite è dovuto alla 
dimensione dei frammenti, che varia in base al metodo di preparazione delle 
librerie e dal tipo di campione di partenza. Attualmente è infatti possibile 
analizzare frammenti con una dimensione massima di 400nt. In questa  tesi 




Figura 46 I protoni sono rilasciati quando i dNTP sono incorporati del filamento di DNA crescente, provocando una 
variazione nel pH (ΔpH). Questo induce una cambio di potenziale (ΔV) nello strato di semiconduttore CMOS e 












Costruzione della library 
La strategia di sequenziamento adottata è quella dell’ ”amplicon re-
sequencing”, ovvero del ri-sequenziamento di regioni già note 
precedentemente amplificate per PCR per creare una libreria di frammenti. 
Affinché si possa eseguire il sequenziamento di una libreria, sulla superficie 
delle sfere, il DNA genomico deve essere prima modificato e legato a degli 
adattatori. Per la preparazione della libreria possono essere utilizzate 
essenzialmente due strategie:  
 la frammentazione casuale degli ampliconi di una regione bersaglio, la 
selezione dei frammenti a dimensione voluta ed infine il legame degli 
adattatori; 
 l’amplificazione tramite PCR multiplex di una regione bersaglio, i cui 
ampliconi sono disegnati a priori per essere ad una dimensione 
definita, seguita dal legame con gli adattatori. 
La strategia da noi scelta è stata quella della PCR multiplex. La regione 
bersaglio è costituita dalle regioni codificanti (Coding DNA Sequence (CDS)) e 
dalle giunzioni introne-esone dei 24 geni BRCA1, BRCA2, CDH1, MRE11A, 
MSH2, PARP1, CHEK2, MSH6, RAD52, PTEN, STK11, ERCC1, P53, PMS1, 
PMS2, NBN, RAD50, BRIP1, BARD1, MLH1, MUTYH, RAD51C, 53BP1 e PALB2. 
I primer per la PCR multiplex sono stati disegnati utilizzando il software “Ion 
AmpliSeq™  Designer” (https://www.ampliseq.com/) impostando la 
dimensione voluta degli ampliconi su una media di 200 bp (range: 125 - 225 
bp).  
La pipeline di “Ion AmpliSeq™ Designer”, sviluppata per fornire il miglior set 
di ampliconi possibili, esclude specificamente gli ampliconi fiancheggianti 
elementi ripetuti, regioni ipervariabili, pseudogeni e quelli i cui  primer sono 
localizzati in zone contenenti SNP. La pipeline è ottimizzata per ottenere il 






Per il disegno  dei primer sono considerati due filtraggi: un filtraggio di base 
ed uno biologico. 
Filtraggio di Base: 
1. Temperatura di melting più simile possibile 
2. Assenza di lunghe serie di omopolimeri  
3. Composizione nucleotidica con un contenuto di GC tra il 20-80% 
Filtraggio biologico: 
1. Le zone con più del 30% di sovrapposizione con elementi ripetuti sono 
scartate 
2. Non sono permessi primer con SNP all’estremità 3’. 
3. I primer sono disegnati per minimizzare l’ibridazione fuori dai target, 
per evitare la co-amplificazione di pseudogeni o di altre regioni 
omologhe. 
Per queste ragioni la regione di copertura può non essere del 100%.  
Per i geni da noi richiesti è stato ottimizzato dal software “Ion AmpliSeq™  
Designer”,    un pannello costituito da 783 coppie di primer suddivisi in due 
pool. La regione target coperta è di 76.91 kb  e corrisponde al  96,67% di 













In tabella 1 sono riportati i dettagli di coverage per ciascun gene. 
Gene Cromosoma N° ampliconi Basi totali Basi coperte Basi perse Coverage globale (%) 
BRCA1 chr17 57 6286 6274 12 99,81 
BRCA2 chr13 100 10543 9924 619 94,13 
CDH1 chr16 27 2825 2825 0 100 
MRE11A chr11 31 2336 2236 100 95,72 
MSH2 chr2 36 2981 2923 58 98,05 
PARP1 chr1 32 3298 3298 0 100 
CHEK2 chr22 21 1926 1771 155 91,95 
MSH6 chr2 36 4193 4123 70 98,33 
RAD52 chr12 14 1378 1378 0 100 
PTEN chr10 15 1311 1176 135 89,7 
STK11 chr19 17 1401 1401 0 100 
ERCC1 chr19 10 1202 1115 87 92,76 
P53 chr17 15 1569 1510 59 96,24 
PMS1 chr2 29 2931 2730 201 93,14 
PMS2 chr7 27 2754 2164 590 78,58 
NBN chr8 34 2441 2405 36 98,53 
RAD50 chr5 51 4214 4014 200 95,25 
BRIP1 chr17 45 3959 3882 77 98,06 
BARD1 chr2 27 2455 2452 3 99,88 
MLH1 chr3 29 2581 2578 3 99,88 
MUTYH chr1 19 2468 2468 0 100 
RAD51C chr17 16 1504 1426 78 94,81 
53BP1 chr15 60 6651 6631 20 99,7 
PALB2 chr16 35 3704 3648 56 98,49 









Preparazione della Libreria 
La preparazione della libreria è stata eseguita seguendo il protocollo “Ion 
AmpliSeq™ Library Preparation”, schematizzato in Figura 47. 
 
Figura 47 Ggli adattatori “A” si attaccheranno i primer di sequenza. Gli adattori P1 sono necessari per legare le 
librerie alle sfere di sequenza, che sono rivestiti da primer complementari all’adattatore P1. 
La multiplex PCR viene eseguita partendo da 10ng di DNA genomico (gDNA). 






Componenti Volume (μL) 
Ion AmpliSeq™ HiFi Master Mix 5X 4 
Ion AmpliSeq™ Primer Pool 10 
gDNA, 10 ng Y 
Acqua Nuclease-free (6 – Y) 
Totale 20 
 
Nella Ion AmpliSeq™ HiFi Master Mix sono contenuti tutti i reagenti 
necessari per eseguire una PCR: i dNTP, il Mg2+ ed una Taq ad alta fedeltà, 
attivabile ad alta temperatura. Viene fatta una reazione di PCR multiplex per 
ogni pool di primer. Le condizioni utilizzate sono le seguenti: 




99°C 2 min 
24 cicli 
denaturazione 99°C 15 sec 
annealing ed 
estensione 
60°C 4 min 
hold   10 °C fino ad 1 ora 
 
Vengono aggiunti 2 μL di reagente FuPa, che digerisce parzialmente i primer 
e fosforila gli ampliconi, direttamente ai tubi di PCR precedentemente 
utilizzati, quindi viene eseguito il seguente programma in un termociclatore: 






Successivamente alla digestione il FuPa viene inattivato da una Switch 
Solution  e gli adattatori “A” e “P1”, che servono rispettivamente per legare i 
primer di sequenza e per legare gli ampliconi alle sfere, vengono legati a 
ciascun prodotto di PCR multiplex. In questo passaggio è possibile utilizzare 
una tecnologia di indicizzazione che permette di sequenziare più campioni 





Componenti Volume [μL] 
Switch Solution 4 
Mix di Adattatori e Barcode 2 
Volume Totale 28 
La miscela viene messa in un termociclatore nelle seguenti condizioni: 
Temperatura  [°C] Tempo [min] 
22°C 30 min 
72°C 10 min 
10°C Hold 
 
Le purificazioni sono eseguite utilizzando il sistema “Agencourt® AMPure® XP 
Kit”. Tale sistema è ottimizzato per legare selettivamente gli ampliconi 
maggiori di 100bp; quindi sono previsti diversi lavaggi in etanolo al 70% per 
rimuovere i primer, i nucleotidi, i sali e gli enzimi.  
Il sistema è schematizzato in Figura 48: 
 
Figura 48 1: aggiunta della miscela con le sfere magnetiche; 2: legame dei prodotti di PCR alle sfere magnetiche; 3: 
separazione magnetica; 4: lavaggi con etanolo; 5: eluizione della PCR purificata dalle biglie; 6: recupero del 
sovranatante. 
Infine la libreria ottenuta è quantificata con il sistema spettrofotometrico 







Il metodo di quantificazione Qubit prevede una amplificazione iniziale di tutti 
gli ampliconi: sono aggiunti 50 μL di “Platinum® PCR SuperMix High Fidelity” 
e 2 μL “Library Amplification Primer Mix” ad ogni campione. Viene eseguito il 
seguente programma in un termociclatore: 
Stadio Temperatura Tempo 
hold 98°C 2 min 
5 cicli 
98°C 15 sec 
60°C 1 min 
hold 10 °C fino ad 1 ora 
 
Dopo l’amplificazione viene eseguita nuovamente una purificazione con il 
sistema “Agencourt® AMPure® XP Kit”. 
Per la quantificazione viene usato lo spettrofotometro  “Qubit® 2.0 
Fluorometer” con il kit “Qubit® dsDNA HS Assay Kit”. Questo metodo 
spettrofotometrico prevede l’uso di un fluoroforo che si lega ai dsDNA. Le 
misurazioni ed il calcolo delle concentrazioni sono eseguiti dopo costruzione 
di una retta di taratura, realizzata con delle soluzioni standard fornite nel kit. 
Dopo la quantificazione, le librerie sono diluite a 100pM. 
Nel caso in cui, durante il passaggio di legame degli adattatori, sia stata 
utilizzata una tecnologia di indicizzazione, dopo la quantificazione e la 
diluizione è  possibile combinare in modo equimolare le diverse librerie 
ottenute  e procedere poi come se fosse un unico campione. In questa tesi è 
stata utilizzata tale tecnologia,  utilizzando il kit “Ion Xpress™ Barcode 
Adapters 1-16” che permette di distinguere fino a 16 campioni. I Barcodes 
sono delle sequenze nucleotidiche artificiali, che permetto di distinguere 
diversi campioni. Quando sono utilizzati viene preparata una miscela di 
adattatore P1 e dei Barcodes (associati all’adattatore A), che poi viene 
distribuita nei vari campioni prima della reazione con la ligasi. 
Preparazione del template di sequenza 
Ciascun amplicone viene amplificato clonalmente sulla superficie delle sfere, 
che sono rivestite da sequenze complementari all’adattatore P1. 
L’amplificazione è ottenuta per emulsion PCR, eseguita dallo strumento “Ion 
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OneTouch™ 2 System” con il kit “Ion OneTouch™ 200 Template Kit v2 DL”. Il 
legame della libreria alle sfere è schematizzato in Figura 49.  
 
Figura 49 La reazione mostrata in figura avviene in emulsion PCR. Nelle gocce dell’emulsione dovrebbe avvenire 
l’arricchimento delle sfere con un singolo amplicone, in tal caso si parla di amplificazione mono-clonale. 
 
L’emulsion PCR permette l’amplificazione di miscele complesse di DNA. È 
basata sulla compartimentalizzazione del DNA in un’emulsione acqua/olio. I 
frammenti del templato sono segregati nelle piccole gocce d’acqua 
dell’emulsione ed amplificati per PCR in isolamento. Questo approccio 
permette di ridurre al minimo gli artefatti di PCR, permette di usare basse 
quantità di DNA ed alti cicli di PCR (Williams, Peisajovich et al. 2006). 
L’emulsione viene preparata in una speciale provetta, nella quale l’olio e 
l’Amplification reaction mix (composta da: Acqua Nuclease-Free, Ion 
OneTouch™ 2X Reagent Mix, Ion OneTouch™ Enzyme Mix, dalla libreria 
diluita e dalle sfere “Ion OneTouch™ 200 IonSphere™ Particles”)  vengono 
pressati attraverso dei filtri per generare le vescicole microscopiche.  
 
Quest’ultime vengono fatte passare in una piastra di amplificazione, in cui 
seguono un percorso interno nella quale si realizza l’emulsion PCR: vengono 
eseguiti circa 60 cicli di PCR, per la durata di circa 4 ore, in due gradienti di 




Figura 50 A differenza dei termociclatori classici nella piastra di amplificazione è presente un percorso obbligato, che 
attraversa zone mantenute a diverse temperature. Quindi il campione viene sottoposto a variazioni di temperatura 
attraversando la piastra e non, come avviene classicamente, riscaldando e raffreddando in modo ciclico lo strumento 
di PCR. 
La porzione di sfere a cui è stato legato il DNA viene selezionata ed arricchita 
tramite lo strumento “Ion OneTouch™ Enrichment System”, che esegue una 
purificazione magnetica automatizzata basata sul sistema 
streptavidina/biotina.  
Sequenziamento  
Il sequenziamento è effettuato nel PGM con il kit “Ion PGM™ Sequencing 
200 Kit v2” utilizzando chips del kit “Ion 316™ Chip Kit”. A seconda della 
frequenza di utilizzo dello strumento, è necessario eseguire un lavaggio con 
acqua 18 MΩ o con una soluzione di Clorito. Dopo il lavaggio viene eseguita 
l’inizializzazione dello strumento: una procedura nel quale lo strumento tara 
il pH delle soluzioni utilizzate per il sequenziamento. 
Al templato di sequenza vengono aggiunte delle sfere di controllo, 
necessarie per le calibrazioni dello strumento ed il primer di sequenza, cioè 
un primer universale disegnato in modo tale da essere complementare 
all’adattatore “A”. La miscela, per favorire l’annealing dei primer, viene 
messa in un termociclatore programmato 2 minuti a 95°C e 2 minuti a 37°. 
Successivamente  viene aggiunta la polimerasi per il sequenziamento e viene 
caricato il chip. Dopo il caricamento, il chip viene messo in un apposito 
alloggiamento nel PGM e viene avviato il sequenziamento, della durata di 





Analisi dei dati 
Torrent Server (TS) e Torrent Browser 
Il Torrent Server è un server dedicato. Gestisce il software Torrent Browser 
ed esegue le analisi delle sequenze di DNA, dai dati ricevuti dal PGM. È 
fornito dalla DellTM , le sue specifiche sono le seguenti: 
 Processore: due Xeon 5650 6-core processors @ 2.66 GHz  
 RAM - 48 GB RAM  
 HDD: otto HD da 2 TB in RAID 5 con 12 TB usabili  
 GPU: NVIDIA Graphical Processer Unit 
 Chassis: Dell Precision T7500 tower 
 Sistema operativo: Ubuntu®10.04 
Dal torrent browser è possibile gestire e pianificare le analisi. I dati ottenuti 
vengono allineati contro il genoma umano di riferimento hg19 (depositata 
dal Genome Reference Consortium). Per rendere più rapido l’allineamento 
delle sequenze contro hg19, e per migliorare l’analisi della porzione di 
regione bersaglio effettivamente sequenziata, viene utilizzato il file BED 
(browser extensible display format) che descrive le zone scelte per l’analisi 
dei 24 geni. Grazie alle elevate prestazioni del server è possibile fare 
l’allineamento delle sequenze ottenute in poche ore.  
Formati dei file utilizzati 
I file di output possono essere scaricati nei formati FASTQ, BAM (Binary 
Alignment/Map ), BAI (BAM index ),  e VCF (Variant Caller Format ). Questi 
formati di file sono particolarmente utilizzati per l’analisi dei dati NGS. 
FASTQ: è un formato contenente le sequenze nucleotidiche ed i 
corrispondenti valori di qualità. I valori di qualità di ciascuna base letta dal 
sequenziatore sono espresse come valore “Phred”, definito come: 
                      
Pe = probabilità che la base sia stata letta per caso 
SAM: è un formato sviluppato dal consorzio del progetto 1000 
genomi. L’acronimo sta per “Sequence Alignment/Map”. Contiene 
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la sequenza nucleotidica allineata contro una sequenza di 
riferimento, con i valori di qualità per ciascuna base nucleotidica. 
BAM: è una compressione binaria dei file SAM. I file BAM possono 
essere ordinati tramite coordinate cromosomiche. Questa 
procedura consente la creazione dei file di indice (BAI), che 
permettono di visualizzare le sequenze su un locus, in modo 
efficace.  
VCF:  è un formato sviluppato dal consorzio del progetto 1000 
genomi. È un file di testo contenente diverse informazioni, 
utilizzate per archiviare le variazioni di sequenza ottenute con un 
esperimento di NGS. Principalmente contiene le posizioni 
genomiche delle varianti. 
Ion reporter 
L’Ion Reporter è un software a pagamento per l’analisi dei dati, suggerito 
dalla Life Technologies (https://ionreporter.lifetechnologies.com/). I BAM 
originati dal TS sono stati rianalizzati dall’Ion reporter per raccogliere un 
maggior numero di varianti nucleotidiche. I VCF su cui è stata fatta 
l’annotazione sono stati generati con l’Ion Reporter 1.6. 
Interactive Genome Viewer (IGV) 
IGV è un software gratuito, sviluppato dal Broad Institute del MIT e 
dell’Università di Harvard, per la visualizzazione interattiva dei dati NGS 
(http://www.broadinstitute.org/igv/). Rende possibile la visualizzazione dei 
file BAM (se provvisti di BAI) e BED. Ha il vantaggio di essere un software 
leggero, scaricabile in funzione delle prestazioni di ciascun computer 
utilizzato ed è disponibile per le principali piattaforme (Windows, Mac, Unix). 
Permette l’esplorazione delle sequenze ottenute organizzando le regioni con 
un sistema gerarchico multi-risoluzione: in questo modo è possibile 
visualizzare l’intero genoma umano, disposto per cromosomi o la sequenza 
di un singolo gene, al massimo dettaglio di risoluzione, impiegando sempre 
la stessa quantità di RAM (Thorvaldsdottir, Robinson et al. 2013). In Figura 51 




Figura 51 Reference Genome Selector: è possibile selezionare il genoma di riferimento, sono ospitati i genomi di 
diverse specie; Search Box: permette una ricerca sia per coordinate cromosomiche sia per soggetto, utilizzando i 
simboli dei geni; Zoom Bar: variando lo zoom cambiano le informazioni visualizzate, spazia dalla visualizzazione 
dell’intero cariotipo alla sequenza dei geni scelti; Chromosome ideogram: con un indicatore rosso identifica la 
pozione di cromosoma che si sta visualizzando; Genomic Coordinates: mostra le coordinate cromosomiche e la 
lunghezza, in nt, visualizzata dalla finestra; Data tracks: permette di visualizzare informazioni relative ai campioni 
inseriti; Reference Gene Track: visualizza i trascritti nella regione aperta, è possibile visualizzare la sequenza 
nucleotidica e la traduzione degli aminoacidi per i trascritti scelti (Thorvaldsdottir, Robinson et al. 2013). 
wANNOVAR 
È la versione online, con interfaccia grafica, del software ANNOVAR, 
disponibile solo su piattaforme 
Linux(http://www.openbioinformatics.org/annovar/) (Chang and Wang 
2012). È un software gratuito online, facilmente utilizzabile tramite browser 
(http://wannovar.usc.edu/). È  uno strumento molto utile, rapido ed 
efficiente. Esegue l’annotazione sia di variazioni nucleotidiche che di 
inserzioni e delezioni. wANNOVAR fornisce la classificazione delle varianti 
osservate, ovvero se sono mutazioni missenso, sinonime, frameshift, o di 
splicing. Inoltre per le variazioni missenso utilizza gli algoritmi di software 
come SIFT e PolyPhen-2 per eseguire una predizione dell’impatto funzionale 
che ciascuna mutazione può avere sulla proteina. Fornisce inoltre la 




Variant Effect Predictor (VEP) 
Come wANNOVAR è un software gratuito online, che permette di eseguire 
l’annotazione delle variant. È ospitato nel sito di enseml. 
(http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/UserData/UploadVariations). 
Rispetto a wANNOVAR, fornisce il risultato dell’annotazione considerando 
tutti i trascritti generati dalle varianti di splicing dei geni in cui sono state 
osservate le varianti. Di contro, la predizione degli effetti non è dettagliata 
come su wANNOVAR . 
Sorting Tolerant From Intolerant (SIFT) 
SIFT è uno degli algoritmi di predizione degli effetti delle mutazioni non 
sinonime più popolari, è un algoritmo utilizzabile gratuitamente online 
(http://sift.jcvi.org/). Per determinare l’effetto di una sostituzione, SIFT 
assume che alcune posizioni nella sequenza proteica siano state conservate 
durante l’evoluzione e quindi variazioni in quelle posizioni possono alterare 
la funzione della proteina. SIFT utilizza quindi, come parametro di predizione, 
l’omologia di sequenza proteica. Data una sequenza aminoacidica, SIFT 
compila un dataset di proteine funzionalmente correlata a quella inserita 
(cercando nei database proteici usando PSI-BLAST), quindi crea 
l’allineamento delle sequenze ottenute ed infine calcola un valore di 
conservazione tenendo conto anche dell’idrofobicità di ciascun residuo. Una 
limitazione dell’algoritmo SIFT è che non considera la struttura proteica per 
valutare le sostituzioni aminoacidiche (AAS). In base alla conservazione 
determina se una  AAS è tollerata o deleteria (Kumar, Henikoff et al. 2009). 
Polymorphism Phenotyping v2 (PolyPhen-2) 
PolyPhen-2 è un software gratuito disponibile online 
(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/). Predice il possibile impatto delle 
AAS nella stabilità e funzionalità delle proteine umane. Utilizza sia 
considerazioni filogenetica che le caratteristiche strutturali che determina la 
sostituzione. L’analisi sulla struttura proteica, eseguita da PolyPhen-2, è 
basata sull’uso di diversi parametri strutturali, alcuni di questi sono estratti 
da “Dictionary od Seconday Structure in Proteins” (DSSP). I risultati 
qualitativi sono divisi tra “ benign”, “possibly damaging” e “probably 





È un altro software gratuito disponibile online 
(http://www.mutationtaster.org/). È stato sviluppato per affrontare la sfida 
derivante dall’analisi NGS. Integra informazioni da diversi database 
biomedici. La sua analisi comprende la conservazione evolutiva, 
cambiamenti nei siti di splicing, perdita di caratteristiche e variazioni  nella 
proteina, che possono alterarne la funzione (Schwarz, Rodelsperger et al. 
2010). 
LRT 
LRT, il cui acronimo sta per  “Likelihood Ratio Test” è basato sull’omonimo 
test statistico che valuta la somiglianza tra un modello ed il dato di input. È in 
grado di identificare accuratamente mutazioni deleterie che possono 
alterare una sequenza aminoacidica in una sequenza altamente conservata 
(Bode and Dong 2004).  
phyloP 
phyloP (phylogenetic P-values), a differenza degli altri algoritmi, si basata 
sulla conservazione nucleotidica. Calcola dei punteggi di conservazione o di 
accelerazione delle variazioni dei nucleotidi in un allineamento input rispetto 
un modello di evoluzione neutrale, considera ciascun nucleotide preso 
singolarmente, senza considerare quelli adiacenti (Siepel, Pollard et al. 
2006). 
 
Conferma delle mutazioni con tecnologia Sanger 
La conferma dell’identificazione delle varianti con presunta deleteriosità 
viene eseguita tramite metodologia classica di Sanger, in doppio filamento. 
Le varianti analizzate sono amplificate con PCR classica. I primer sono stati 
disegnati con il software “primer3” (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/) e 
controllati in silico con la “in-silico PCR” (http://genome.ucsc.edu/cgi-
bin/hgPcr). 
 Le PCR vengono purificate utilizzando le piastre “MANU30” (millipore). Gli 
ampliconi purificati sono marcati con il kit “ABI PRISM BigDye Terminator 
Cycle Sequencing” (applied Biosystems), utilizzando gli stessi primer della 
PCR. La purificazione dei prodotti di marcatura è eseguita utilizzando le 
77 
 
piastre millipore “MANU 45” con sephadex “Superfine G50”. Il 
sequenziamento viene eseguito dallo strumento “ABI PRISM 3100 Genetic 
analyzer”, i cui risultati sono visualizzati con il software “SeqScape”. 
Analisi statistiche 
























Al fine di mettere in relazione la risposta alla terapia neoadiuvante, 
effettuata con antracicline e taxani, con la possibile signature mutazionale 
nei geni selezionati è stato fatto il sequenziamento di 16 pazienti TNBC 
trattati con la suddetta terapia, selezionati sia per storia familiare che non. Di 
seguito sono elencati tali pazienti identificati con un codice generico: Pisa 
740, Pisa 833, Pisa 891, Pisa 946, Pisa 478, Ponte 41, NAT 1, NAT 2, NAT 3, 
NAT 4, NAT 5, NAT 6, NAT 7,NAT 8, NAT 9, NAT 10.  
Per l’analisi delle CDS e delle regioni fiancheggianti gli esoni dei 24 geni 
prescelti, è stato disegnato  un pannello costituito da 783 coppie di primer 
suddivisi in due pool. La regione target coperta è di 76.91 kb  e corrisponde 
al  96,67% di quella desiderata.  
Risultati delle sequenze   
Per ottenere la sequenza dei 24 geni di ciascuno dei 16 pazienti sono stati 
fatti tre esperimenti con il sequenziatore PGM “Ion Torrent” utilizzando tre 
chip 316. Infatti ogni chip 316 consente di ottenere fino a 200 Mb di 
sequenze e considerando una profondità di lettura di 400x, ovvero il numero 
di volte che ciascuna regione da analizzare viene letta in media, e che la 
nostra regione bersaglio è di circa 77Kb, abbiamo dovuto utilizzare tre chip 
per poter ottenere un adeguato risultato. 
La qualità del sequenziamento cioè la quantità di sequenze utilizzabili è 
determinata da diversi fattori e può essere valutata con diversi parametri: 
1. la percentuale di caricamento del chip, che rappresenta la porzione 
dei pozzetti del chip che sono stati riempiti fisicamente con delle sfere; 
2. la percentuale di  sfere arricchite con  librerie monoclonali; 
3. la qualità delle letture, definita con il valore Phred; 
Per visualizzare meglio quale sia la percentuale di sequenze allineate sulla 
regione bersaglio, oltre all’allineamento contro hg19, è possibile fare un 
ulteriore allineamento contro l’intera sequenza genomica dei 24 geni in 
formato  FASTA. Da questo ri-allineamento è possibile vedere meglio quale è 
la copertura media di ciascuna regione bersaglio. Utilizzando il plug-in 
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”Analisi della copertura”, disponibile nel TS, è possibile avere maggiori 
dettagli sulla copertura media e sulla copertura delle regioni bersaglio di 
ciascun campione. 
Tutti questi fattori sono stati valutati per ciascun campione analizzato nei tre 
esperimenti di sequenziamento e qui di seguiti discussi. 
Dal torrent browser è inoltre possibile visualizzare un grafico con le 
lunghezze degli ampliconi. 
 
Esperimento n.1 
Nel primo esperimento sono state caricate 4 librerie ottenute da  4 
campioni. I campioni sono identificati dalla sigla “IonXpress_###”, 
corrispondente a ciascun “Barcode” utilizzato durante la preparazione della 
libreria. I campioni analizzati a scopo di ricerca sono: 
1. IonXpress_005: identifica la paziente Pisa 740 
2. IonXpress_006: identifica la paziente Pisa 833 
3. IonXpress_007: identifica la paziente Pisa 891 
4. IonXpress_008: identifica la paziente Pisa 946 
Nello stesso chip erano state caricate  anche quattro librerie costruite con 
una pannello di primer specifici  per i soli geni BRCA1 e BRCA2, con una 
copertura del 100% per valutare le potenzialità dello strumento in 
diagnostica ma estranee al nostro progetto di ricerca. 
In Figura 52 è possibile visualizzare il sommario del primo esperimento. 
Nonostante che i valori possano sembrare molto buoni, derivano dal 
sequenziamento di 8 campioni, quindi in realtà il numero di sequenze totali è 
ripartito in un numero di campioni maggiore rispetto a gli esperimenti 
successivi. 
Il grafico della distribuzione delle lunghezze delle sequenze ottenute può 
essere fuorviante, poiché sono stati analizzati campioni preparati con 
pannelli multiplex diversi, quindi la distribuzione non è rappresentativa di 




Figura52 Sommario della qualità del primo chip usato a scopo di ricerca 
In Figura 53 è infatti possibile osservare che la copertura media ottenuta non 
è molto alta e che la qualità delle sequenze nelle diverse pazienti non è 
molto omogenea. I parametri “AQ17”, “AQ20” e “perfect” si riferiscono alla 
qualità predetta dell’allineamento, riportata in scala Phred . Tali valori 
raggruppano il numero di basi sequenziate ed allineate, in base alla 
probabilità di un incorretto “base calling”. Ad esempio “AQ20” è definito 
come “                                    ”, quindi le basi in questa 
categoria hanno una accuratezza del 99% interpretabile anche come  “1 
errore in 100pb”; nella categoria “Perfect” sono raggruppate tutte le 
sequenze con una accuratezza >99%.  
Successivamente all’allineamento contro il genoma umano “hg19” è stato 
eseguito un ulteriore allineamento contro la regione genomica dei 24 geni 
contenuti in un file formato FASTA: la libreria sequenziata ne copre circa il 
19%, valore che risulta basso poiché la regione genomica in FASTA contiene 
l’intera sequenza genica comprensiva di tutti gli introni, non oggetto della 






Figura 53   Ri-allineamento contro il FASTA con i 24 geni della prima prova 
In Figura 54 è riportato il sommario dell’analisi della copertura per singolo 
paziente.  
È possibile osservare anche che la distribuzione delle sequenze in ciascuna 
libreria non è molto uniforme. L’uniformità è definita come la percentuale di 
tutte le basi bersaglio coperte da almeno lo 0.2x della media della copertura 
media. Il valore più alto ottenuto è dell’88%, mentre il più basso, nei 
campioni analizzati a scopo di ricerca, è del 43,85%. Questo significa che 
sono presenti zone  molto coperte, alternate a molte zone con bassa 
copertura.  
 
Figura 54 Sommario dell’analisi della copertura della prima prova 
Poiché in questo esperimento è stata osservata la maggiore variabilità tra 
ciascun campione è interessante riportare l’analisi della copertura di ciascun 
campione, per discutere la possibile causa della variabilità osservabile tra 
diversi campioni. 
Nelle Figure 55, 56, 57 e 58 sono riportati i dettagli della copertura per 
singolo paziente, identificabile dal proprio codice identificativo del 
“Barcode”. Si può notare che i campioni hanno una copertura della regione 
bersaglio piuttosto eterogenea: ci sono regioni coperte più di 500 volte, 
mentre ci sono regioni dove la copertura 1X è inferiore al 100%. Questo 
significa che mentre alcune regioni hanno una alta profondità di ridondanza, 
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altre regioni sono completamente scoperte, ovvero, in quelle regioni la 
sequenza è interrotta. 
 
 
Figura 55 Risultati dell’analisi della copertura in dettaglio per il campione Pisa740 
 
 





Figura 57 Risultati dell’analisi della copertura in dettaglio per il campione Pisa891 
 
 
Figura 58 Risultati dell’analisi della copertura in dettaglio per il campione Pisa946 
Comparando i singoli risultati è possibile notare che in questi esperimenti il 
numero di sequenze mappate e della media di profondità di lettura è molto 
diverso. Questo è dovuto essenzialmente dalla variabilità sperimentale. Nel 
campione della paziente Pisa 740, per ragioni spiegate in seguito, circa il 30% 
delle regioni di interesse sono rimaste scoperte: non è possibile ottenere 




In questo caso sono stati analizzati sei campioni: 
1. IonXpress_009: identifica la paziente NAT 1 
2. IonXpress_010: identifica la paziente NAT 2 
3. IonXpress_011: identifica la paziente NAT 4 
4. IonXpress_012: identifica la paziente NAT 5 
5. IonXpress_013: identifica la paziente Pisa 478 
6. IonXpress_014: identifica la paziente NAT 8 
Come si può osservare in Figura 59 l’efficienza di caricamento di questo 
esperimento è stata del 78%, valore considerato ottimale per questi chip. 
Tuttavia il numero di sequenze utilizzabili è stato abbassato da un’alta 
policlonalità. A differenza dell’ “esperimento n°1”, tutte le librerie analizzate 
con questo chip sono state ottenute con lo stesso pannello multiplex. In 
questo caso il grafico della distribuzione della lunghezza delle sequenze è 
rappresentativo del pannello utilizzato per ricerca.  
 
Figura 59 Sommario della qualità del secondo chip usato a scopo di ricerca 
In Figura 60 è riportato il sommario dell’allineamento del secondo 
esperimento. Anche in questo caso la percentuale di sequenze che si 
allineano rispetto al file FASTA con la sequenza genomica dei 24 geni è del 





Figura 60 Ri-allineamento contro il FASTA con i 24 geni della seconda prova 
In Figura 61 è possibile osservare che la l’uniformità ottenuta è molto più 




Figura 61 Sommario dell’analisi della copertura della seconda prova 
Poiché i sei campioni sono venuti molto omogenei tra loro non sarà riportata 
l’analisi della copertura per ciascuno di essi. 
Esperimento n°3 
I campioni analizzati sul terzo chip sono identificati dai seguenti “Barcode”: 
1. IonXpress_001: identifica la paziente NAT 3 
2. IonXpress_002: identifica la paziente NAT 6 
3. IonXpress_003: identifica la paziente NAT 7 
4. IonXpress_004: identifica la paziente NAT 9 
5. IonXpress_005: identifica la paziente NAT 10 
6. IonXpress_006: identifica la paziente Ponte 41 
In Figura 62 è possibile osservare che in questo esperimento durante il 
caricamento del chip sono rimaste delle bolle d’aria, che hanno diminuito la 
percentuale di caricamento del chip. La distribuzione della lunghezza delle 





Figura 62 Sommario della qualità del terzo chip usato a scopo di ricerca 
In questo esperimento la percentuale di sequenze che si allineano, rispetto al 
file FASTA con la sequenza genomica dei 24 geni, è del 14%. Questo può 
essere dovuto al minor numero di sequenze totale ottenute (efficienza di 
caricamento del chip minore), rispetto a gli altri due esperimenti, e 
dall’elevata policlonalità riscontrata. Il sommario dell’allineamento è 
raffigurato in Figura 63. 
 
Figura 63 Ri-allineamento contro il FASTA con i 24 geni della terza prova 
Nel chip dell’esperimento n°3 sono stati analizzati altri sei campioni. In Figura 
64 si può osservare che l’uniformità ottenuta è molto omogenea e la media 





Figura 64 Sommario dell’analisi della copertura della terza prova 
Poiché i sei campioni sono venuti molto omogenei tra loro non sarà riportata 
l’analisi della copertura per ciascuno di essi. 
Osservazioni sul sequenziamento di Next Generation 
a. Coverage 
È possibile osservare una notevole discrepanza nel “coverage” ottenuto nel 
primo esperimento rispetto ai due successivi: durante il primo esperimento, 
a differenza del secondo e del terzo, l’uniformità del “coverage” è molto 
diversa tra i campioni analizzati ed in molti di essi molte regioni bersaglio 
sono rimaste del tutto scoperte. Tale discrepanza può essere attribuita a 
delle differenze sperimentali: nel secondo e terzo esperimento sono stati 
analizzati entrambe le volte sei campioni, questi erano stati preparati tutti 
con lo stesso pannello di PCR multiplex. Nel primo esperimento oltre ai 
campioni analizzati con il pannello Ampliseq, realizzato per scopi di ricerca, 
erano stati analizzati altri 4 campioni per testare un pannello Ampliseq 
commerciale per la diagnostica. Tale pannello di PCR multiplex aveva i 
primer separati in 3 pool, diversamente dal pannello usato per ricerca, che 
ha i primer suddivisi in 2 pool. 
Ne consegue che, durante la purificazione con le biglie magnetiche “AMPure 
XP”, nel primo esperimento sono state purificate 20 librerie ottenute con 
PCR multiplex, mentre nel secondo e nel terzo esperimento sono state 
purificate 12 librerie. Quindi la purificazione del primo esperimento ha 
richiesto molto più tempo, poiché per limiti strumentali è possibile purificare 
in parallelo un massimo di 16 librerie alla volta. L’ipotesi più probabile è che 
durante questo passaggio alcune provette siano rimaste in attesa troppo 
tempo, andando a compromettere l’efficienza della purificazione. Quindi, 
causando la perdita di materiale durante il primo esperimento, che infatti 
riporta diverse regioni di interesse non coperte da nessun amplicone.  
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Non è possibile escludere che nelle regioni di interesse non sequenziate non 
fossero presenti mutazioni deleterie.  
b. Policlonalità 
È possibile osservare in tutti e tre gli esperimenti un’elevata percentuale di 
sfere policlonali, ovvero sfere in cui non si è amplificata un’unica sequenza. I 
risultati ottenuti da queste sfere vengono automaticamente esclusi, poiché 
di bassa qualità, in quanto producono un segnale eterogeneo durante il 
sequenziamento. La clonalità delle sfere viene determinata durante la fase 
dell’emulsion PCR quando su ciascuna sfera dovrebbero essere legato e 
amplificato un singolo frammento. Ottenere un’alta policlonalità è indice di 
una concentrazione di partenza delle librerie troppo alta, ne consegue che 
nelle gocce dell’emulsione, dove dovrebbero venire a trovarsi una sfera ed 
un singolo amplicone, vengono ad essere presenti ampliconi diversi, 
generando sfere policlonali. 
Analisi delle varianti identificate 
Dalle analisi dei tre esperimenti sono state ottenute 1134 varianti distribuite 
su tutti i pazienti. Di queste, 110 sono di tipo esonico, mentre 132 cadono in 
regioni non codificanti. Di quelle esoniche 46 sono varianti uniche e 64 
varianti presenti in più campioni; di quelle introniche, 49 sono varianti 
uniche ed 83 sono varianti presenti in più campioni. 
L’annotazione delle varianti è stata fatta principalmente con il software 
wANNOVAR, scegliendo come  trascritti di riferimento per ciascun gene 
quelli  indicati nell’introduzione. Nei casi in cui il trascritto registrato in 
wANNOVAR non corrispondesse con quello di riferimento da noi preferito, è 
stato usato VEP per scegliere il trascritto corretto. 
Metodi di Filtraggio 
Volendo identificare le varianti che possono alterare la struttura e la 
funzione delle proteine codificate dai 24 geni scelti, è stato eseguito  un 




Figura 65: filtraggi effettuati. 
Si è deciso arbitrariamente di considerare in questa prima analisi solo le 
varianti esoniche non sinonime: missenso, delezioni e inserzioni che sono 
risultate essere 110. Di queste, 46 sono varianti presenti in un solo 
campione, mentre 64 sono presenti in più di un campione. 
Successivamente è  stato considerato l’insieme delle varianti che risultavano 
essere deleterie, o probabilmente deleterie per almeno uno degli algoritmi 
di predizione: SIFT, PhiloP, PolyPhen-2, LRT, e MutationTaster. Questo 
filtraggio ha ridotto il numero delle varianti complessive selezionate a 56, di 
cui 34 varianti uniche e 22 varianti presenti in più campioni. 
9 inserzioni/delezioni a singolo nucleotide in omozigosi, situate in regioni 
omopolimeriche (ripetizioni >4), sono state rimosse poiché si è ritenuto 
molto probabile essere falsi positivi.  Sono state rimosse le varianti con una 
Varianti esoniche: 110 
-46 uniche 
-64 presenti in più 
campioni 
Varianti introniche: 132 
-49 uniche 







-22 presenti in più 
campioni 




omozigosi e le 
varianti con 




-4 presenti in più 
campioni 
Varianti di splicing: 2 
uniche 
Selezionate per la 
conferma in Sanger: 32 





frequenza maggiore all’1% dal progetto “1000 genomi”, anche se le 
rimanenti con frequenza dell’1% sono al limite della definizione di 
polimorfismi (ovvero le varianti, nella popolazione in esame, in cui l’allele più 
raro ha una frequenza superiore o uguale all’ 1%).  
Le varianti si sono così ridotte a 34 di cui 30 uniche e 4 ripetute in più 
campioni. 
Delle 132 varianti introniche ne sono state individuate 2 in grado di alterare 
lo splicing, poiché localizzate nei siti canonici. 
 
Le varianti ottenute sono così salite a 36 totali di cui 32 uniche e 4 presenti in 
più pazienti. 
 
23 varianti selezionate erano  presenti nel database dei polimorfismi 
“dbSNP”, identificate con un codice “rs” e avevano una descrizione del 
possibile significato clinico: 
 4 con significato clinico “non testato” 
 1 con significato clinico “sconosciuto” 
 8 con significato clinico “probabilmente non patogenetico” 
 1 con significato clinico indicato con la voce “altro” 
 1 con significato clinico “non patogenetico” 
 8 senza alcuna informazione sul significato clinico 
 2 con significato clinico “patogenetico” 
Varianti confermate al Sanger 
La presenza delle varianti scelte è stata verificata con la tecnologia di Sanger. 
In Totale sono state sequenziate 36 varianti in 14 pazienti. Non tutte le 
varianti sono state confermate in Sanger. Di  36 varianti analizzate, 7 si sono 
rivelate falsi positivi. Nelle tabelle 2 e 3 sono riportate le varianti introniche 
ed esoniche identificate, la loro valutazione di patogenicità riportando le 




N° Campione Variazione di splicing 1000g dbSNP135 Sanger Ref Obs Alleli 
NAT 9 BRCA1 exon8:c.547+2T>A non presente rs80358047 P A T het 
NAT 8 BRCA1 exon11:c.4096+1G>A non presente rs80358178 P C T het 
 Tabella2: varianti di splicing osservate. Trascritto di riferimento di BRCA1: 
NM_007294. P: Presente in sanger.  
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NAT 2 BRCA2 stop c.9976A>T 0.01 
rs1157183
3 
P N NA NA N D A T 
NAT 2 MSH2 MS c.435T>G: 0.0005 
rs6375012
4 
P C T B D N T G 
NAT 2 PALB2 FS 
c.38_39ins
G:     P           - C 
p.E13fs 




    A           - G 










    P N D D D D G C 
p.L138F 
NAT 3 RAD52 MS 
c.388G>A: 
    P C D D D D C T 
p.E130K 
NAT 4 BRCA1 MS 
c.3119G>A: 
p.S1040N 
0.01 rs4986852 P N T P N N C T 






















P C D D D D A G 






P C D D D D A C 
Tabella 3: varianti esoniche - prima parte. PhyloP= N: nucleotide non 
conservato; C nucleotide conservato. SIFT= T: variante tollerata; D: variante 
deleteria. PolyPhen= D: probabilmente deleteria; P: causante possibile 
danno; B:benigna. LRT= D: deleterio; N: neutrale. MutationTaster= D: 
causante patologia; N: polimorfismo. Sanger= P: Presente presente; A 
assente in sanger. Tipo= MS: missenso; FS:Frameshift. I trascritti di 
riferimento sono quelli indicati per ciascun gene nell’introduzione. Le basi 











































NAT 5 MSH2 FS 
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NAT 5 PMS2 FS 
c.456_457insA: 
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NAT 5 PMS2 FS 
c.457delA: 
p.R153fs 
    A           T - 
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Pisa 740 BARD1 MS 
c.1598A>G: 
p.Y533C 
    P N D D N D T C 
Pisa 740 BRCA1 FS 
c.2659_2660ins
A: p.A887fs 
    A           - T 
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Confronto tra la tecnologia Ion Torrent ed il 
sequenziamento di Sanger. 
È interessante paragonare i risultati ottenuti dalla metodica NGS e dal 
sequenziamento classico di Sanger, sia per evidenziare i punti di forza della 
tecnologia Ion Torrent sia per distinguerne i difetti.  
Con IGV sono rappresentati i dati, sottoforma di file BAM, ottenuti dal 
sequenziamento con il PGM. Le sequenze ottenute con il sequenziamento di 
Sanger sono riportati come elettroferogrammi, visualizzati con il software 
SeqScape. 
Mutazioni Puntiformi correttamente identificate 
Di 32 sostituzioni a singolo nucleotide, in Sanger sono state confermate 30 
varianti. 
Come esempio di sostituzioni correttamente identificate sono riportate le 
immagini che mostrano le mutazioni “NM_000249:c.1852A>G: p.K618E” e 
“NM_000249:c.1853A>C: p.K618T” sul gene MLH1  nella paziente NAT4. È 
interessante notare che sono presenti due sostituzioni affiancate e queste, 
prese singolarmente, comporterebbero diverse varianti aminoacidiche. Un 
vantaggio delle analisi di NGS è che è possibile discriminare i diversi filamenti 
di DNA, dato che ciascun filamento di DNA è sequenziato in modo separato 
dagli altri. Da questo è possibile capire se le mutazioni osservate sono in Cis 
o in  Trans. In questo caso le due mutazioni sono in Cis e quindi in realtà 
provocano la mutazione missenso K618A. In Figura 66 è rappresentato il file 
BAM visualizzato su IGV; in figura 67 è rappresentato l’elettroferogramma, 
dal quale non si potrebbe dedurre facilmente l’aplotipo. La sostituzione 
K618A è stata testata manualmente sia con SIFT, con Mutation Taster, che 
con PolyPhen-2. Gli algoritmi utilizzati descrivono tutti la variante come 
deleteria. La mutazione è stata già descritta in letteratura ed è codificata 
come “c.1852_1853delAAinsGC” ma non ha un significato clinico preciso. Su 
DBSPNs è stato assegnato il codice “rs35001569”.  In un recente studio in 
silico viene presa in considerazione, insieme ad altre mutazioni, e 
concludono che questa può essere coinvolta con molta probabilità in una 
variazione funzionale e ad una riduzione dei livelli di espressione della 




Figura 66 Visualizzazione del BAM ottenuto dalla sequenza della paziente NAT4. La zona ha un coverage del 342x. Le 
righe verticali identificano la posizione delle mutazioni. Le lettere indicate sopra le sequenze, rappresentate dalle 
strisce grigie, sono quelle che non corrispondono alla sequenza di riferimento. Nella riga superiore, denominata 
“IonXpress_011 bam coverage” è possibile vedere un sommario delle basi lette. La sostituzione della G ha una 
frequenza del 48%, la C ha una frequenza del 49%. 
 
 
Figura 66 Elettroferogramma dell’esone 16 di MLH1 della paziente NAT4. Sono presenti due sostituzioni:  c.1129A>G 










Inserzioni/delezioni identificate correttamente 
Delle 44 varianti prese in esame 9 di esse erano Ins/del. Di queste, con la 
tecnologia di Sanger, ne sono state confermate soltanto 3. Le rimanenti sono 
falsi positivi. Per evidenziare come questo tipo di risultato sia riportato 
differentemente tra l’analisi in Sanger e quella NGS viene portato come 
esempio la delezione su BARD1 identificata nella paziente NAT5.  
Questa paziente, nel gene BARD1 ha la delezione di 21nt “NM_000465: 
c.1075_1095del: p.359_365del”, in frame. In Figura 68 è riportata la 
visualizzazione del BAM su IGV. 
 
Figura 67 La delezione di 21nt è in eterozigosi: è rappresentata dalle linee nere. È possibile notare che la delezione fa 
diminuire il numero di basi contate nella riga del sommario. 
In Figura 68 è riportato l’elettroferogramma. 
 
Figura 68 La delezione viene visualizzata come una linea tratteggiata nella sequenza del filamento Reverse. È 
possibile notare come la porzione della sequenza a monte della delezione sia molto pulita mentre la porzione a valle 
della delezione viene rappresentata in modo meno pulito ed è caratterizzata da un’elevata eterozigosi. Il filamento 
Forward non è stato assemblato poiché la delezione è molto vicina all’inizio del filamento e l’elevata eterozigosi che 
consegue alla delezione è come se facesse calare la qualità della sequenza, che quindi non è assemblata sulla 
sequenza di riferimento.  
Tale mutazione è già stata osservata in letteratura, in particolare nel nostro 
laboratorio, in una famiglia analizzata in consulenza genetica nel 2002 
(Ghimenti, Sensi et al. 2002). Successivamente ad un controllo dell’albero 
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genealogico della paziente analizzata in consulenza, dai dati disponibili, non 
è stata evidenziata alcuna relazione di parentela. 
 
 
Ind/del identificate erroneamente 
Delle 9 varianti ins/del identificate 6 erano falsi positivi. Come detto in 
precedenza la tecnologia Ion Torrent ha dei problemi a sequenziare 
correttamente delle sequenze omopolimeriche, poiché dopo un numero di 
basi lette il rilevatore può registrare erroneamente delle basi in più od in 
meno. Questi problemi possono essere risolti a livello di software, 
utilizzando algoritmi aggiornati che tengano di conto di tale difetto. 
Nonostante che l’analisi dati sia stata effettuata con l’ultima versione 
disponibile della TS, alcuni di questi problemi sono rimasti, sebbene 
notevolmente ridotti. 
Di seguito è portata come esempio l’inserzione 
“NM_005732:c.1276_1277insA:p.Q426fs” nel gene RAD50 della paziente 
NAT2. In Figura 69 è mostrato il BAM ottenuto. 
 
Figura 69 Il cursore verticale è posizionato nel sito dell’inserzione. Nella zona visualizzata è possibile osservare due 
simboli che indicano delle inserzioni. Osservando la sequenza di riferimento si può chiaramente notare la zona 
omopolimerica. 
In Figura 70 è riportato l’elettroferogramma del sequenziamento di Sanger, 




Figura 70 Elettroferogramma dell’esone 9 di RAD50 della paziente NAT2. Il cursore è posizionato nella zona 
omopolimerica dove avrebbe dovuto esserci l’inserzione. Le sequenze, sia in Forward che Reverse, sono molto chiare 
e non riportato alcuno slittamento della sequenza tipico delle inserzioni/delezioni. 
 
Puntiformi identificate erroneamente 
Delle 35 sostituzioni a singolo nucleotide 2 erano falsi positivi. 
Un esempio di falso positivo può essere osservato nella sequenza della 
paziente Pisa740, nella quale, con l’approccio NGS, era stata osservata la 
mutazione “NM_000465: c.1598A>G:p.Y533C” nel gene BARD1. In Figura 70 
è riportata la visualizzazione del BAM corrispondente. 
 
Figura 71 Visualizzazione del BAM della paziente Pisa740. In questo sito, con un coverage del solo 49x, sono state 
contate 40 T e 9 C, quindi le C sono il 18%, valore appena superiore alla soglia impostata. Le basi visualizzate sono 
quelle del filamento positivo. 
 
Dal sequenziamento di Sanger è possibile vedere che la mutazione è assente. 




Figura 72 Sequenza dell’esone 7 di BARD1 della paziente 740. Il cursore è posizionato esattamente nella posizione del 
cDNA dove avrebbe dovuto essere presente la mutazione. La sequenza è molto pulita. 
Una possibile causa dell’identificazione di falsi positivi in NGS è dovuta alla 
soglia scelta per l’inclusione del secondo allele. In queste analisi il valore 
soglia è stato impostato a 0.15, quindi qualsiasi variante presente in più del 
15% nelle basi lette veniva riportata nel file VCF.  
Incoerenze identificate su PMS2 
In seguito al sequenziamento di Sanger, tutte le varianti presenti su PMS2 
sono state identificate come falsi positivi. Però, sono state evidenziate 
alcune incoerenze tra i risultati del sequenziamento Ion Torrent e quelli del 
sequenziamento di Sanger. I frameshift osservati sono dei falsi positivi che 
cadevano in una zona adiacente ad un omopolimero, quindi ci si sarebbe 
potuto aspettare che fossero dei falsi; come precedentemente descritto 
anche per altri geni in analisi. L’incoerenza più interessante è stata 
riscontrata a livello delle sostituzioni nucleotidiche: infatti quelle identificate 
dal PGM non erano presenti in Sanger e nell’elettroferogramma, riportato in 
Figura 73, sono state identificate numerose mutazioni puntiformi non 
identificate dalla tecnologia NGS. È importante ricordare che PMS2 già nel 
disegno dei primer aveva una copertura molto bassa a causa della presenza 
di pseudogeni. Infatti, la presenza di un elevato numero di pseudogeni di 
PMS2 è ampiamente descritta in letteratura (Chadwick, Meek et al. 2000), ed 
è noto pure che il sequenziamento di Sanger può avere problemi per via di 
zone ad elevata omologia che possono essere replicate durante 
l’amplificazione con PCR (Niessen, Kleibeuker et al. 2007). Nonostante che 
durante il disegno dei primer per questa regione sia stato utilizzato il 
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software “PCR in silico” per controllare l’assenza di prodotti aspecifici, è 
possibile che siano state amplificate delle regioni duplicate degli pseudogeni 
con sequenze leggermente diverse rispetto a quella di riferimento. Per 
ovviare al problema alcuni studi hanno proposto di utilizzare una “Long PCR” 
ottimizzata primer disegnati in regioni senza pseudogeni (Vaughn, Robles et 
al. 2010). A complicare le cose, la maggior parte dei 14 pseudogeni hanno 
forti regioni di omologia con gli esoni 1-5 di PMS2 (De Vos, Hayward et al. 
2004) e l’esone analizzato è proprio l’esone 5.  
 
Figura 73 Elettroferogramma dell’esone 5 di PMS2. Il cursore è posizionato dove avrebbe dovuto essere presente la 
mutazione c.G460C nel paziente NAT5. È possibile osservare la presenza di quattro mutazioni puntiformi che, invece, 
non erano state identificate con il sequenziamento NGS. 
Quindi con i metodi utilizzati non è possibile determinare con esattezza né se 
l’analisi NGS abbia perso effettivamente delle varianti né se quelle osservate 
al sanger sono dei falsi positivi. 
Sensibilità e Specificità 
Per accertarsi che il sequenziamento con la tecnologia Ion Torrent e che 
l’analisi dati eseguita non producesse falsi negativi è stato fatto il confronto 
con il metodo Sanger, tecnica considerata “Gold-standard” per il 
sequenziamento, (escludendo i risultati ottenuti per PMS2). È possibile 
concludere che la tecnologia Ion Torrent ha un’ottima sensibilità 
nell’individuare le mutazioni, dal momento che i polimorfismi presenti su 
BRCA1 e BRCA2 presenti nei pazienti già genotipizzati sono stati tutti 
correttamente identificati.  
Per quanto riguarda la specificità, in accordo con un recente studio, non è 
possibile fare delle affermazioni corrette. Negli esperimenti di NGS il calcolo 
della specificità sarebbe elusivo per via della definizione dei “veri negativi”: 
questi teoricamente dovrebbero riferirsi al numero di basi wild-type 
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correttamente chiamate, questo produrrebbe un’impressionante valore di 
specificità non correlato con un significato clinico (Tarabeux, Zeitouni et al. 
2013). 
Revisione delle varianti confermate 
La maggiore sfida che segue un’analisi di NGS è l’interpretazione dei dati 
ottenuti. I problemi di interpretazione che derivano dall’identificazione delle 
VUS diventano ancor più rilevanti in ambito clinico, soprattutto nel caso sia 
importante dimostrare che una VUS possa alterare la funzione di una 
proteina correlata con l’insorgenza di una determinata patologia. Dal 
momento che la maggior parte di varianti identificate come probabilmente 
deleterie sono VUS, per ciascuna di esse è stata fatta una ricerca nella 
letteratura scientifica, con lo scopo di raccogliere informazioni utili per la 
loro interpretazione. 
 BARD1 c.1075_1095del: p.359_365del: Già descritta in letteratura, è 
identificata in dbSNP con il codice “rs28997575”, non sono disponibili 
informazioni sul significato clinico. La frequenza non è riportata. È una 
delezione in frame. E’ localizzata fuori dai domini funzionali putativi 
anche se non è possibile escludere che possa determinare una 
variazione nella struttura secondaria proteica (Ghimenti, Sensi et al. 
2002). In un recente studio viene considerata non patogenetica (De 
Brakeleer, De Greve et al. 2010). Nel database LOVD è riportata due 
volte: uno di essi la riporta come probabilmente non patogenetica, 
l’altro la descrive come patogenetica, ma non sono riportate 
conclusioni in merito. 
 BARD1 Q11H: Già osservata in precedenza su dbSNP ha l’identificativo 
“rs143914387” ma non sono riportate informazioni sul significato 
clinico. Il MAF, descritto dal progetto 1000genomi è dello 0.05%. A 
livello amminoacidico non è predetta deleteria nessun software, ma il 
nucleotide variato è indicato come “conservato” da PhyloP. Non sono 
disponibili saggi funzionali. Nel database LOVD viene riportata come 
patogenetica, ma senza studi che ne concludano il significato clinico. 
 BARD1 Y533C: Questa variante non è mai stata osservata 
precedentemente. Viene predetta deleteria da SIFT, PolyPhen-2 e 
Mutation Taster.  
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 BRCA 1 IVS11 c.4096+1G>A: Su dbSNP è identificata dal codice 
“rs80358178”, viene indicata come patogenetica e non è riportata 
alcuna frequenza. Inserita come controllo questo positivo, questa 
variazione di splicing è già stata osservata in letteratura ed anche altre 
volte nel laboratorio sede dello svolgimento di questa tesi. Nel 
database LOVD è riportata ad effetto ignoto. Invece, nel database BIC 
viene indicata come importante in ambito clinico. È stato dimostrato 
che da origine a trascritti mancanti dell’esone 11 (Bonatti, Pepe et al. 
2006). 
 BRCA1 c.3481_3491del GAAGATACTAG p.1161_1164del: Questa 
delezione è già stata osservata ed è identificata con il codice 
rs80357877 su dbSNP, il quale assegna un significato clinico “altro” e 
non riporta alcuna frequenza della mutazione. Utilizzando il software 
Mutation Taster è possibile determinare che questa delezione 
causante frameshift porta ad una terminazione precoce: il codone di 
stop fisiologico è nel codone 1864, quello generato da questa 
delezione  è nel codone 1163. Rimangono solo 1160 residui 
aminoacidici non alterati, poiché il primo aminoacido deleto è il 
numero 1161. Tale mutazione porta alla perdita della fine dell’esone 
11 e di tutti quelli successivi. Nel database LOVD è riportata come 
variante a significato sconosciuto, mentre il BIC la classifica come 
“importante dal punto di vista clinico”. Pure un recente studio la 
classifica come mutazione patogenetica (Tarabeux, Zeitouni et al. 
2013). 
 BRCA1 IVS 8 c.547+2T>A: Registrata su dbSNP con il codice 
rs80358047, viene indicata patogenetica. Provoca un’alterazione dello 
splicing in cinque trascritti diversi. Due recenti studi la descrivono 
come patogenetica (Colombo, De Vecchi et al. 2013, Vietri, Molinari et 
al. 2013). In particolare, Colombo et al. hanno svolto degli studi 
funzionali e hanno dimostrato che tale mutazione provoca la perdita di 
tutto l’esone 8; da predizioni in silico  con ExPASy Proteomics 
(http://www.expasy.ch/) hanno osservato che può portare allo stop 
precoce nel codone 198 e secondo la classificazione in uso è stata 
descritta come variante di “classe 5”, ovvero patogenetica. Su LOVD 
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viene descritta a significato ignoto o non patogenetico. Nel database 
BIC è di interesse clinico. 
 BRCA1 S1040N: Presente in dbSNP con l’identificativo “rs4986852”, 
nel quale il significato clinico è classificato come “altro”. Dal progetto 
1000genomi la sua frequenza è dell’1%. Questa variante veniva 
indicata solo da PolyPhen-2 come “causante possibile danno”, gli altri 
algoritmi la classificavano come non conservata o non deleteria. In 
letteratura è nota come variante neutrale(Durocher, Shattuck-Eidens 
et al. 1996, Tavtigian, Deffenbaugh et al. 2006). Nel database LOVD è 
prevalentemente descritta come variante a significato sconosciuto; nel 
BIC è descritta di “importanza clinica sconosciuta”. Non sono 
disponibili saggi funzionali. 
 BRCA2 K2729N: Su dbSNP, con il codice “rs80359065” il significato 
clinico è “non testato”, ed la frequenza osservata dal progetto 
1000genomi è dello 0.03%. In letteratura è possibile trovare dei 
recenti studi funzionali che la classificano come variante 
neutra(Farrugia, Agarwal et al. 2008, Biswas, Das et al. 2011). Il 
database LOVD la riporta come probabilmente patogenetica o a 
significato ignoto. Pure il database BIC  la classifica come VUS. 
 BRCA2 K3326X: Vari studi su questa variante sono stati inconclusivi. Il 
database “Breast Cancer Information”  
(http://research.nhgri.nih.gov/bic/) la classifica come “non importante 
dal punto di vista clinico”. Su dbSNP viene classificata come non 
patogenetica, ed è identificata con il codice “rs11571833”. Dal 
progetto 1000genomi, la sua frequenza è dell’1%. Un’interessante 
studio del 2005 mette in relazione un aumento della prevalenza di 
questa mutazione nei casi di tumore pancreatico familiare, e 
suggeriscono che questo polimorfismo potrebbe essere deleterio e 
che possa contribuire al rischio di sviluppare tumore al pancreas 
(Martin, Matsubayashi et al. 2005). In contrasto, in un altro studio del 
2005 viene suggerito che questo polimorfismo possa non essere 
associato al tumore alla mammella (Reid, Renwick et al. 2005). In uno 
studio funzionale sono stati usati saggi di sopravvivenza cellulare, di 
ricombinazione omologa e di instabilità genomica, per verificare 
l’effetto di alcune VUS sulla funzionalità di BRCA2. Da questo studio è 
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stato suggerito che la mutazione in esame non è patogenetica (Wu, 
Hinson et al. 2005). 
 BRIP1 P286S: Variante non presente né su dbSNP né mai osservata dal 
progetto 1000genomi. Viene predetta conservata e deleteria e 
conservata da tutti gli algoritmi utilizzati.  
 MLH1 K618A: In dbSNP è identificata dal codice “rs35502531” ma non 
è disponibile la frequenza dell’allele minore. Qui viene indicata con 
significato clinico ignoto. In letteratura sono presenti studi 
contraddittori: è stata descritta sia come VUS, che come variante 
neutrale (Vogelsang and Komel 2011) o deleteria. In uno studio del 
2008 è stato osservato che tale mutazione riduce la quantità di 
proteina espressa, questo probabilmente per un effetto deleterio sulla 
stabilità proteica (Perera and Bapat 2008). In uno studio di 
genotipizzazione la classificano neutra rispetto alla sindrome di Lynch 
(Castillejo, Guarinos et al. 2011). Invece, studi più recenti, incentrati 
sulla sindrome di Lynch, la classificano come mutazione a penetranza 
non completa, suggerendo che possa incrementare il rischio di tumori 
correlati alla sindrome di Lynch approssimativamente di due volte 
(Medeiros, Lindor et al. 2012). È presente nel database LOVD, nel 
quale la maggior parte degli studi la osservano come variante a 
significato ignoto. 
 MLH1 V647M:Questa mutazione è già stata osservata ed è presente 
su dbSNP dove non sono però presenti informazioni sul significato 
clinico. Il codice identificativo è “rs35831931” e la sua frequenza 
descritta dal progetto 1000genomi è dello 0.05%. È predetta deleteria 
da LRT e Mutaion Taster, ed il nucleotide variato è considerato 
“conservato”  da PhyloP. Uno studio del 2006 descrive questa rara 
variante in una famiglia finlandese, ritrovandola in una famiglia con dei 
casi di tumore alla prostata ereditario, ma non nei controlli 
(Fredriksson, Ikonen et al. 2006). È nell’esone 17, dove è presente il 
dominio di interazione con PMS1, PMS2 ed MLH3. Non sono 
disponibili studi funzionali. LOVD la riporta a significato sconosciuto. 
 MSH2 A272V: questa variante, presente su dbSNP dove è annotata 
con l’identificativo “rs34136999”, non descritta nel progetto 
1000genomi è a significato clinico ignoto.  Riportata in diversi lavori in 
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modo discordante: alcuni la indicano come patogenetica, altri 
probabilmente neutra, altri non riportano a significato ignoto(Lastella, 
Surdo et al. 2006, Ollila, Sarantaus et al. 2006, Chao, Velasquez et al. 
2008). Uno studio del 2008, in un saggio ex vivo osservano che questa 
variante può provocare un parziale exon skipping dell’esone 5 
(Tournier, Vezain et al. 2008). In uno studio in vitro suggeriscono che 
questa variante, nonostante non annulli il MMR, può avere 
un’efficienza di legame dei mismatch inferiore al wild-type (Ollila, 
Dermadi Bebek et al. 2008). In uno studio più recente, questa 
mutazione non è stata trovata nei controlli ma è stata trovata nei 
pazienti congiunta a mutazioni più probabilmente deleterie in soggetti 
affetti da sindrome di Lynch (Mueller, Gazzoli et al. 2009). Viene 
considerata deleteria da tutti i software tranne che da Polyphen-2. 
 MSH2 G322D: Questa mutazione è largamente discussa in letteratura. 
È registrata su dbSNP con l’identificativo “rs4987188” ed è riportata 
come probabilmente non patogenetica. La frequenza riportata dal 
progetto 1000genomi è dello 0.09%. Saggi funzionali in lievito la 
indicano come non patogenetica (Gammie, Erdeniz et al. 2007) mentre 
in un saggio di funzionalità del MMR è stato osservato un leggero calo 
di efficienza di legame e rilascio su catene di DNA con dei mismatch 
rispetto al wild-type (Ollila, Dermadi Bebek et al. 2008). Uno studio la 
descrive come associata al tumore alla mammella, concludendo che 
questo polimorfismo potrebbe essere considerato come un marcatore 
tumorale (Poplawski, Zadrozny et al. 2005). Il significato funzionale di 
questa variante rara e a bassa penetranza, insieme ad altri 
polimorfismi specifici del MMR, potrebbe essere associata agli esiti 
clinici delle terapie, anche se sarebbero necessarie ulteriori 
investigazioni (Gargiulo, Torrini et al. 2009). 
 MSH2 I145M: Questa variante è nota in letteratura, su dbSNP risulta 
non testata dal punto di vista clinico ed è registrata con l’identificativo 
“rs63750124”. Nel progetto 1000genomi la sua frequenza è dello 
0.05%. Nel database LOVD è riportata in diversi lavori, con risultati 
discordanti: alcuni la riportano come neutra, altri come patogenetica, 
altri a significato ignoto; non ci sono studi che ne concludano la 
natura. In uno degli studi sono stati eseguiti dei saggi per verificare 
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l’interazione di MSH2-MSH6 in presenza di questa mutazione e non è 
stata evidenziata alcuna deficienza del MMR, in ogni caso in questo 
studio non escludono una possibile componente patogenetica 
(Kariola, Otway et al. 2003). In uno studio più recente è indicata come 
patogenetica (Kurzawski, Suchy et al. 2006). 
 PALB2 E672Q: è riportata su  dbSNP con l’identificativo “rs45532440” 
è classificata come probabilmente non patogenetica e dal progetto 
1000genomi appare con una frequenza dell’1%. Uno studio descrive 
questa mutazione come neutrale (Rahman, Seal et al. 2007, Dansonka-
Mieszkowska, Kluska et al. 2010). Su LOVD viene riportata 
probabilmente non patogenetica. 
 PALB2 G998E: è presente su dbSNP con  codice identificativo  
rs45551636 ed è riportata come probabilmente non patogenetica. E’ 
descritta con una frequenza del 1% nel progetto 1000genomi. 
Nonostante che sia predetta deleteria dai software di analisi è stato 
osservato che è relativamente comune sia nei pazienti con tumore alla 
mammella, sia nei controlli sani (Bogdanova, Sokolenko et al. 2011). 
Nel database LOVD viene riportata probabilmente non patogenetica. 
 PALB2 L939W: Questa mutazione su dbSNP è descritta come 
probabilmente non patogenetica. È identificata con il codice 
“rs45478192” ed è riportato, dal progetto 1000genomi, il MAF dello 
0.09%. Viene predetta deleteria e conservata da ogni algoritmo 
utilizzato. Nel database LOVD viene descritta probabilmente non 
patogenetica. 
 PALB2 c.38_39insG: Questa inserzione, mai osservata in nessun 
database, è nell’esone 1. Nel gene wild-type lo stop è nel codone 
1187, mentre con Mutation Taster è stato predetto che il nuovo stop 
cade nel codone 42. Sempre Mutation Taster predice che il trascritto 
originato dal gene mutato venga degradato per effetto del Nonsense 
Mediated Decay (NMD) 
 PARP1 S383Y: In questa mutazione la frequenza riportata dal progetto 
1000genomi è inferiore allo 0.01%, poiché è riportato un MAF “0.000”. 
Su dbSNP il codice indetificativo è “rs3219062”. Il nucleotide variato è 
predetto “conservato” da PhyloP e sia Mutation Taster che LRT 
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predicono questo cambio amminoacidico “deleterio”. Non sono 
presenti studi funzionali. 
 PMS1 R202K: Questa mutazione è registrata su dbSNP con 
l’identificativo “rs2066459” e non sono presenti informazioni sul 
significato clinico. Nel progetto 1000genomi la frequenza osservata è 
dell’1%. In letteratura non sono riportati studi funzionali. Il nucleotide 
responsabile di questa missenso è predetto “conservato” da PhyloP e 
non deleteria dagli altri software. 
 RAD50 D515G: È presente su dbSNP, con l’identificativo 
“rs145843634” ma sono assenti informazioni sul significato clinico. 
Predetta conservata e deleteria da ciascun algoritmo d’analisi. Non è 
indicato alcun MAF. Non è presente alcuno studio funzionale. 
 RAD51C L138F: Questa rara variante non è riportata nel dbSNP e non è 
stata mai osservata nel progetto 1000genomi. Non è descritta 
neanche nel database LOVD. Sembrerebbe avere un ruolo  nel 
dominio ATPasico. La variazione di questo residuo sembra che 
danneggi il riparo dei crosslink inter-filamento (ICL). Questa residuo è 
stato trovato mutato in disordini correlati all’anemia di Fanconi, nel 
gruppo di complementazione O, e al tumore dell’ovaio e della 
mammella(Somyajit, Subramanya et al. 2010, Vaz, Hanenberg et al. 
2010, Somyajit, Subramanya et al. 2012). In un altro esperimento 
hanno osservato che tale mutazione non era in grado di ripristinare la 
formazione di foci di RAD51 in fibroblasti deleti in RAD51C, 
suggerendo un difetto della ricombinazione omologa nei portatori di 
questa variante (Somyajit, Subramanya et al. 2010). 
 RAD52 E130K: Questa variante non è mai stata riportata né nel 
progetto 1000genomi, né in dbSNP. È predetta probabilmente 
deleteria da tutti gli algoritmi utilizzati, e conservata persino a livello 
nucleotidico. In letteratura non è presente alcuna pubblicazione a 
riguardo. Questa mutazione è localizzata nell’esone 6.  
 RAD52 V200M: Questa mutazione non è mai stata osservata dal 
progetto 1000genomi e non è presente neanche su dbSNP. È predetta 




 TP53BP1 Q1185E: Anche questa variante non è mai stata identificata 
in letteratura. PhyloP predice conservato il nucleotide variato e SIFT e 
PolyPhen-2 la predicono deleteria. 
 TP53BP1 S299P: Questa variante è registrata su dbSNP con il codice 
rs61751060, non è presente nessuna significato clinico e dal progetto 
1000genomi risulta con una frequenza dello 0,2%. Non è disponibile 
alcun saggio funzionale per questa variante. 
 TP53BP1 V1031A: Su dbSNP è registrata con il codice rs45482998, non 
sono presenti informazioni sul significato clinico. Nel progetto 
1000genomi è stata osservata con una frequenza del 1%. Non sono 
presenti saggi funzionali in letteratura ed è predetta deleteria da SIFT, 
PolyPhen-2 e Mutation Taster. 
Interpretazione delle varianti 
In seguito al confronto con le informazioni presenti in letteratura ed i vari 
database è possibile osservare come spesso, questi ultimi, non sono 
aggiornati allo stato dell’arte ed inoltre, nella maggior parte dei casi le 
informazioni disponibili sono discordanti, complicando ulteriormente 
l’interpretazione delle varianti. In seguito a queste considerazioni a ciascuna 
variante osservata è stata data una interpretazione conclusiva: 
 “Patogenetica”: quando il significato clinico è stato dimostrato essere 
patogenetico; quando ci sono indicazioni di deleteriosità ma mancano 
studi che dimostrano il contrario. 
 “Neutra”:  quando ci sono studi che le indicano non patogenetiche. 
 Nel caso in cui siano presenti diversi studi discordanti sulla 
patogenicità che rendono molto molto difficile fare delle 
interpretazioni, le varianti sono state descritte “probabilmente 
neutre” o “probabilmente patogenetiche”. 
Le varianti predette deleterie dai software, che non sono descritte in 
letteratura né da studi funzionali né da studi clinici, sono state interpretate 
come patogenetiche. È importante sottolineare che per chiarirne la 
patogenicità sarebbe fondamentale eseguire degli studi  di segregazione 
nelle famiglie, laddove disponibili; degli studi casi-controllo nella nostra 
popolazione, delle analisi di co-presenza nella stessa paziente e  degli studi 
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funzionali. In Tabella 4 è possibile osservare uno schema che riassume le 
























Paziente Gene Variante Interpretazione 
frequenza da 
1000genomi 
NAT5  BARD1 1075_1095del:p.359_365del Neutra   
Pisa740  BARD1 c.1598A>G:p.Y533C Patogenetica   
Ponte41  BARD1 c.33G>T:p.Q11H Patogenetica 0.0005 
NAT4  BRCA1 c.3481_3491del: p.1161_1164del Patogenetica   
NAT4  BRCA1 c.3119G>A: p.S1040N Neutra 0.01 
NAT 8 BRCA1 exon11:c.4096+1G>A Patogenetica   
NAT9  BRCA1 exon8:c.547+2T>A patogenetica   
NAT2  BRCA2 c.9976A>T:p.K3326X Neutra 0.01 
NAT7  BRCA2 c.8187G>T:p.K2729N Neutra 0.0032 
Pisa891  BRIP1 c.856C>T:p.P286S Patogenetica   
NAT4  MLH1 c.1852_1853delinsGC: p.K618A Patogenetica   
Pisa740  MLH1 c.1939G>A:p.V647M Patogenetica 0.0005 




NAT 8 MSH2 c.965G>A:p.G322D Probabilmente Neutra 0.01 
NAT2 MSH2 c.435T>G:p.I145M Patogenetica 0.0005 
NAT2 PALB2 c.39insG:  p.E13fs Patogenetica  
NAT5; 
Ponte41  
PALB2 c.2014G>C:p.E672Q Neutra 0.01 
NAT5; 
Ponte41  
PALB2 c.2993G>A:p.G998E Neutra 0.01 
Pisa946  PALB2 c.2816T>G:p.L939W Probabilmente Neutra 0.0009 
NAT 8 PARP1 c.1148C>A:p.S383Y Patogenetica 0 
NAT 8 PMS1 c.605G>A:p.R202K Neutra 0.01 
Pisa891  RAD50 c.1544A>G:p.D515G Patogenetica   
NAT3  RAD51C c.414G>C:p.L138F Patogenetica   
NAT3  RAD52 c.388G>A:p.E130K Patogenetica   
NAT7  RAD52 c.598G>A:p.V200M Patogenetica   
Pisa740  TP53BP1 c.3553C>G:p.Q1185E Patogenetica   
NAT9  TP53BP1 c.3092T>C:p.V1031A Patogenetica 0.01 
NAT6; 
Pisa891  
TP53BP1 c.895T>C:p.S299P Patogenetica 0.0023 




Caratteristiche genetiche del campione analizzato 
Le 16 pazienti analizzate hanno avuto tutte almeno un tumore alla 
mammella triplo negativo e sono state trattate in neoadiuvante con 
antracicline e taxani. La riposta alla terapia, viene definita come segue: 
 “pathological complete response” (pCR) o “risposta completa” quando 
al momento dell’intervento non c’è residuo tumorale; 
 “pathological partial  response” (pPR) o “risposta parziale” quando al 
momento dell’intervento è presente del residuo tumorale; 
 “Progressive Disease” o “progressione” se al momento dell’intervento 
la dimensione tumorale è aumentata rispetto a quella stimata in 
precedenza. 
Di queste pazienti, 7 erano state scelte tra le pazienti risultate non mutate 
nei geni BRCA1/2 in seguito alle analisi stabilite in consulenza genetica. Le 
altre 9 pazienti erano state reclutate dal polo oncologico dell’Azienda 
Ospedaliera Universitaria Pisana e non erano selezionate per familiarità. 
Come spiegato in precedenza, di questo gruppo, due si sono rivelate essere 
delle pazienti analizzate successivamente a consulenza genetica. Quindi 9 
pazienti erano state analizzate per via della sospetta possibilità di essere 
portatrici di mutazioni nei geni BRCA1/2. Di seguito sono riportati i dati 
disponibili.  
 
 Pisa 478: è probanda di una famiglia di cui è l’unica ad aver avuto 
tumori alla mammella. Ha avuto due tumori di tipo bilaterale: il primo 
a 38 anni, il secondo a 39. Per questa paziente non è stato possibile 
recuperare la cartella clinica. Non sono state identificate mutazioni 
deleterie. 
 Pisa 740: ha avuto il tumore alla mammella in giovane età, a 38 anni. È 
probanda di una famiglia di cui è l’unica ad aver avuto questa 
patologia. È risultata essere portatrice di una mutazione neutra BARD1 
e due patogenetiche di cui una su TP53BP1 e una su MLH1. Ha avuto 
una risposta parziale alla terapia. Al momento dell’intervento era 




 Pisa 833: identificata come probanda di una famiglia “single case”. Ha 
avuto il tumore alla mammella all’età di 36 anni. In questa paziente 
non sono state identificate alcune varianti predette come deleterie. 
Ha avuto una risposta parziale alla terapia. Al momento dell’intervento 
era presente un residuo di 0.5 cm, mentre alla diagnosi il tumore era 
di 7 cm. 
 Pisa 891: la paziente più giovane analizzata al momento della 
comparsa del tumore: a soli 31 anni. È la probanda di una famiglia 
“single case”. Questa paziente ha tre mutazioni risultate 
patogenetiche nei geni BRIP1, RAD50 e TP53BP1. Ha avuto una 
risposta parziale alla terapia. Al momento dell’intervento era presente 
un residuo di 2 cm, mentre alla diagnosi il tumore era di 4 cm. 
 Pisa 946: si è ammalata di tumore alla mammella a 36 anni. Probanda 
di una famiglia “single case” Ha una variante a neutra su PALB2. Ha 
avuto una risposta completa alla terapia, partendo da un tumore di 6.5 
cm. 
 Ponte 41: Non sono disponibili i dati genetici. Per questa paziente, non 
è stato possibile recuperare le informazioni cliniche. Ha due mutazioni 
neutre, una probabilmente patogenetica ed una patogenetica 
rispettivamente, le neutre su PALB2 la patogenetica su BARD1 e la 
probabilmente patogenetica su MSH2. 
Vista la giovane età delle pazienti wild-type per i geni BRCA1/2 ci si 
aspetterebbe di trovare mutazioni negli altri geni associati al tumore alla 
mammella. Non è possibile stabilire se le mutazioni identificate negli altri 
geni siano state la causa della patologia o meno, poiché mancano studi che 
chiariscano in modo definitivo la capacità patogenetica di queste varianti. 
Delle pazienti reclutate dal polo oncologico dell’Azienda Ospedaliera 
Universitaria Pisana non abbiamo informazioni sulle famiglie.  
 NAT 1: Questa paziente ha effettuato la terapia all’estero e non sono 
disponibili informazioni dettagliate sulle dimensioni del tumore. Non 
ha risposto alla terapia e ha avuto una progressione tumorale. In 




 NAT 2: diagnosi del tumore triplo negativo a 52 anni. Ha avuto una 
risposta parziale alla terapia. Al momento dell’intervento era presente 
un residuo di 1 cm, mentre alla diagnosi il tumore era di 4 cm. 
Abbiamo identificato una missenso neutra in BRCA2 ed una 
patogenetica su MSH2. Inoltre su PALB2 è presente un frameshift 
nell’esone 1, in eterozigosi, che porta a terminazione precoce nel 
codone 42, invece che nel codone 1187. 
 NAT 3: Questa paziente ha avuto il tumore triplo negativo all’età di  52 
anni. Ha risposto completamente alla terapia. Al momento della 
diagnosi era presente un tumore di 4 cm. Sono state confermate due 
mutazioni deleterie: una su RAD51C, ed una su RAD52.  
 NAT4: identificata successivamente all’analisi genetica come parente 
della probanda nella famiglia “Pisa 39” viene classificata HBOC. Questa 
paziente ha avuto due tumori alla mammella di tipo bilaterali: il primo 
a 38 anni, il secondo a 47. Inoltre ha una mutazione probabilmente 
patogenetica su MLH1. Ha avuto una risposta parziale alla terapia. Al 
momento dell’intervento era presente un residuo di 3 cm, mentre alla 
diagnosi il tumore era di 9 cm. 
 NAT 5: diagnosi del tumore TN a 46 anni. Ha avuto una risposta 
parziale alla terapia. Al momento dell’intervento era presente un 
residuo di 1 cm, mentre alla diagnosi il tumore era di 4 cm. In questa 
paziente sono state indentificate tre mutazioni neutre. Due varianti 
sono su PALB2 ed una su BARD1. 
 NAT 6: al momento della diagnosi del tumore TN questa paziente 
aveva 77 anni. Ha avuto una risposta completa alla terapia. Al 
momento della diagnosi il tumore era di 2.2 cm. È stata identificata 
una mutazione patogenetica su TP53BP1. 
 NAT 7: questa paziente ha avuto il tumore TN a 46 anni. Ha avuto una 
parziale risposta alla terapia in quanto al momento dell’intervento era 
presente un residuo di 4cm, mentre alla diagnosi il tumore era di 5.6 
cm. È stata identificata una mutazione patogenetica su RAD52. 
 NAT 8: identificata successivamente come paziente Pisa 690. Questa 
paziente è stata analizzata come probando della sua famiglia, della 
quale è l’unica ad aver avuto tumori alla mammella. Si è ammalata di 
tumore alla mammella in giovane età: a 39 anni. Questa paziente ha 
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una mutazione patogenetica su BRCA1 e altre due mutazioni: una 
deleteria su PARP1 e una neutra su PMS1. Ha avuto una risposta 
parziale alla terapia. Al momento dell’intervento era presente un 
residuo di 1,4cm, mentre alla diagnosi il tumore era di 6 cm. 
 NAT 9: al momento della diagnosi aveva l’età di 49 anni ed un tumore 
di 3.3 cm. Al momento dell’intervento era presente un residuo di 1.8 
cm, quindi questa paziente ha avuto una risposta parziale alla terapia. 
Sono state identificate due mutazioni patogenetiche: una variazione di 
splicing su BRCA1 ed una missenso su TP53BP1. 
 NAT10: ammalata di tumore alla mammella all’età di 37 anni. 
Successivamente è stata identificata come probanda della famiglia 
“Pisa 89” di cui è l’unica affetta di tumore alla mammella. Ha una 
mutazione su MSH2 probabilmente neutra. Questa paziente non ha 
risposta alla terapia. Al momento dell’intervento era presente un 
residuo di 8.5 cm, mentre alla diagnosi il tumore era di 4 cm, quindi è 
aumentato di dimensioni. 
In accordo con un altro studio, è stata inserita un’ulteriore classificazione, 
per diminuire le classi di risposta. I pazienti sono stati suddivisi tra 
“responder” e non “responder”: nel primo gruppo sono raggruppati tutti i 
pazienti che abbiano avuto una riduzione delle dimensioni del tumore 
maggiore o uguale al 50% dopo aver ricevuto la terapia; nel secondo gruppo 
sono stati raccolti tutti i pazienti con una riduzione delle dimensioni del 
tumore inferiore al 50% (Egawa, Motomura et al. 2003). 
In tabella 5 sono raccolte tutte le informazioni descritte, mettendo in 



























Tipi mutazioni Responder 
NAT 1 ND ND ND 0 PROGRESSIONE 0 Nessuna no 
NAT 10 4 8,5 4,5 1,12 PROGRESSIONE 1  Neutra no 





NAT 3 4 0 -4 -1 pCR 2 Patogenetiche si 





NAT 5 3 1 -2 -0,66 pPR 3 Neutre si 
NAT 6 2,2 0 -2,2 -1 pCR 1 Patogenetica si 
NAT 7 5,5 4 -1,5 -0,27 pPR 2 
1 Neutra, 1 
Patogenetica 
no 





NAT 9 3 1,8 -1,2 -0,4 pPR 2 Patogenetiche no 
Pisa 478 ND ND ND   ND 0 Nessuna ND 
Pisa 740 9.3 4 -5.3 -0,56 pPR 1 Patogenetica si 
Pisa 833 3,1 0,5 -2,6 -0,86 pPR 0 Nessuna si 




Pisa 946 6,5 0 -6.5 -1 pCR 1 Neutra si 





Tabella: Le pazienti Pisa 478 e Ponte 41 sono state esclude dai confronti per 




Correlazione tra risposta alla terapia e la presenza di mutazioni 
patogenetiche 
Considerando che le mutazioni patogenetiche dovrebbero avere una 
ripercussione maggiore nella risposta alla terapia, nel grafico riportato in 
Figura 74 è rappresentato il numero di pazienti raggruppati in base alla 
risposta tenendo di conto della mutazione più importante. I pazienti in cui 
non sono state identificate mutazioni deleterie e quelli con soltanto 
mutazioni neutre sono stati inseriti nel gruppo “senza patogenetiche”. 
 
Figura 74 Correlazione tra risposta alla terapia e tipi di mutazioni 
La maggior parte di pazienti con una risposta completa e parziale sono 
portatori di mutazioni patogenetiche. Nei pazienti con il tumore in 
progressione non è stata identificata alcuna mutazione deleteria. Non è 
possibile evidenziare statisticamente alcuna differenza per la bassa 






Nel grafico riportato in Figura 75 i pazienti sono divisi tra “responder” e “non 
responder” correlandoli con la presenza di mutazioni patogenetiche. 
 
Figura 75 Correlazione tra risposta e tipologia delle varianti 
Si può osservare che tra i pazienti responder la maggior parte ha mutazioni 
patogenetiche. Il campione non è sufficientemente numeroso per 












Correlazione tra la variazione delle dimensioni della massa 
tumorale e presenza di varianti patogenetiche 
È stata messa in relazione la presenza di mutazioni patogenetiche con la 
variazione della dimensione della massa tumorale, espressa in percentuale, 
tra la misura alla diagnosi e la misura dopo l’intervento chirurgico. Per tale 
scopo i campioni sono stati suddivisi tra quelli con mutazioni patogenetiche e 
senza. I dati sono rappresentati nel grafico in Figura 76. 
 
Figura 76 Correlazione tra la variazione in cm e tipologia delle varianti 
 







Distribuzione delle mutazioni nei geni dei diversi pathways 
Considerando che tutti i pazienti sono malati di tumore alla mammella, è 
interessante indagare la distribuzione delle mutazioni identificate ed il 
principale ruolo dei geni in cui sono state ritrovate. I dati sono rappresentati 
grafico in Figura 77. 
 
Figura 77 Distribuzione delle mutazioni nei geni dei diversi pathways 
E’ da considerare, in ogni caso, che su 24 geni analizzati, la maggior parte 








DISCUSSIONE E CONCLUSIONI 
 
Lo scopo principale di questa tesi è stato quello di identificare possibili 
varianti nei geni principalmente correlati con il riparo del DNA, che possano 
predire la risposta ad una terapia neoadiuvante basata su antracicline e 
taxani in carcinomi della mammella triplo-negativi, per migliorare la scelta 
terapeutica su base personalizzata. Tramite analisi di espressione genica è 
stato osservato che i tumori alla mammella triplo negativi con difetti della 
riparazione del DNA sono più suscettibili alle terapie effettuate con agenti 
che minano l’integrità genomica come le antracicline, poiché la loro capacità 
di rispondere al danno è compromessa (Rodriguez, Makris et al. 2010).  
In questa tesi è stato analizzato DNA genomico estratto da sangue periferico, 
per valutare la presenza di mutazioni germinali o costituzionali in un 
pannello di 24 geni, di cui BRCA1, BRCA2, PALB2, CHEK2, RAD52, BRIP1, 
BARD1, RAD51C, TP53BP1 implicati nei pathway della ricombinazione 
omologa; NBN, MRE11A, RAD50 che formando un complesso multimerico 
chiamato MRN, sono coinvolte in più meccanismi di riparo; MSH2, MSH6, 
PMS1, PMS2, MLH1 coinvolti nel Mismatch Repair; PARP1 e MUTYH coinvolti 
principalmente con il Base Excission Repair; ERCC1 implicato nel Nucleotide 
Excission Repair; CDH1 coinvolto nell’adesione cellulare; ed infine PTEN e 
STK11 rispettivamente una fosfatasi ed una chinasi con attività di 
oncosoppressori; TP53 che codifica per la proteina p53: uno dei più 
importanti fattori di trascrizione con attività tumor-suppressor. 
Sono state identificate 17 mutazioni deleterie, nei geni BARD1, BRCA1, 
BRIP1, MLH1, MSH2, PALB2, PARP1, RAD50, RAD51C, RAD52, TP53BP1. Di 
queste, sei mutazioni non erano mai state descritte in letteratura. Si può 
ipotizzare che una mutazione in una di queste proteine, soprattutto nelle 
condizioni di stress causato dalla terapia con antracicline, potrebbe 
compromettere l’efficienza complessiva del sistema di riparo, rendendo la 
cellula tumorale più suscettibile alla terapia.  
È interessante sottolineare che le mutazioni deleterie identificate sono solo 
su 11 dei 24 geni presi in esame, principalmente correlati con la 
ricombinazione omologa e con il Mismatch repair.  
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Tra le mutazioni identificate, indicative di un difetto della riparazione del 
DNA, alcune hanno un chiaro significato patogenetico come la delezione 
c.3481_3491del su BRCA1, la perdita degli esoni 11 ed 8 causati 
rispettivamente dalle mutazioni exon11:c.4096+1G>A e exon8:c.547+2T>A 
su BRCA1 (gene di suscettibilità ad alta penetranza per il carcinoma alla 
mammella e/o all’ovaio) ed infine l’inserzione causante frameshift c.39insG 
su PALB2 (gene di suscettibilità a moderata penetranza per il carcinoma alla 
mammella e/o all’ovaio) mai osservata precedentemente. La mutazione 
causante la perdita dell’esone 8 di BRCA1 e il frameshift su PALB2, sono state 
identificate su pazienti la cui storia familiare non era stata indagata. Insieme 
alla mutazione su PALB2, le altre mutazioni mai osservate in letteratura sono 
tutte presenti in geni coinvolti nella ricombinazione omologa e sono 
sostituzioni nucleotidiche causanti missenso.  
La mutazione p.Y533C nel gene BARD1 causata dalla transizione c.1598A>G è 
predetta deleteria da SIFT, PolyPhen-2 e Mutation Taster. Le mutazioni 
c.856C>T e c.388G>A, rispettivamente nei geni BRIP1 e RAD52,  provocano le 
sostituzioni aminoacidiche p.P286S e p.E130K e sono predette deleterie da 
tutti i software di predizione utilizzati. Su TP53BP1 la transversione 
c.3553C>G causa la variante  p.Q1185E. Il nucleotide variato è predetto 
conservato da PhyloP, SIFT e PolyPhen-2, il cambio aminoacidico è predetto 
deleterio. La mutazione c.598G>A su RAD52 causa la variante p.V200M che è 
predetta deleteria da SIFT, LRT e Mutation Taster.  
Sempre nei geni coinvolti nella ricombinazione omologa, sono state 
identificate la mutazione c.895T>C  su TP53BP1 causante la variante p.S299P 
e la mutazione c.1544A>G su RAD50 causante la p.D515G: entrambe già 
osservate ma senza studi funzionali o clinici utili a chiarirne il significato. La 
transizione c.895T>C è stata identificata su due pazienti e dal progetto 
1000genomi ha una frequenza dello 0,2%. Viene predetta deleteria da 
PolyPhen-2. Invece la mutazione c.1544A>G su RAD50, assente su 
1000genomi, è predetta conservata e deleteria da tutti gli algoritmi. In 
RAD51C è stata identificata la transversione c.414G>C causante la p.L138F, 
predetta deleteria da tutti i software, ma non conservata a livello 
nucleotidico. Nonostante non sia nota la frequenza nella popolazione, la 
mutazione c.414G>C è descritta in letteratura. Alcuni studi dimostrano che i 
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portatori di questa mutazione hanno difetti nella riparazione del DNA ed 
essa è associata con l’anemia di Fanconi e con il carcinoma dell’ovaio e della 
mammella. 
Nei geni del Mismatch repair sono state identificate due mutazioni deleterie 
su MLH1 ed una su MSH2. Le mutazioni identificate su MLH1 sono la 
c.1852_1853delinsGC e la sostituzione c.1939G>A che causano 
rispettivamente le varianti p.K618A e p.V647M. Entrambe sono registrate su 
dbSNP. Per la c.1852_1853delinsGC sono presenti diversi studi, che riportano 
risultati contraddittori (Perera and Bapat 2008, Vogelsang and Komel 2011) . 
Gli studi più interessanti la ritengono in grado di diminuire la quantità di 
proteina espressa ed è correlata con l’insorgenza dei tumori tipici della 
sindrome di Lynch (Perera and Bapat 2008, Castillejo, Guarinos et al. 2011). È 
predetta deleteria da SIFT, Mutation Taster e PolyPhen-2. La sostituzione 
c.1939G>A  è predetta conservata a livello nucleotidico da PhyloP e deleteria 
da LRT e Mutation Taster. È localizzata nel dominio di interazione con PMS1, 
PMS2 e MLH3. È presente uno studio che la descrive associata in una 
famiglia con tumore alla prostata ereditario (Fredriksson, Ikonen et al. 2006). 
Su MSH2 è stata identificata la transversione c.435T>G causante la variante 
p.I145M.Dal progetto 1000genomi risulta avere una frequenza dello 0,05%. 
Sono presenti diversi studi funzionali che riportano risultati discordanti, ma 
gli studi più recenti la descrivono come patogenetica (Kurzawski, Suchy et al. 
2006). 
L’ultima mutazione deleteria è la sostituzione c.1148C>A, identificata su 
PARP1: gene principalmente coinvolto nel Base Excission Repair e necessario 
per la riparazione delle rotture del DNA. Questa mutazione provoca la 
variazione amminoacidica p.S383Y. Dal progetto 1000genomi risulta avere 
una frequenza inferiore allo 0.01% e nonostante sia già stata osservata, non 
sono presenti studi clinici o funzionali. PhyloP predice conservato il 
nucleotide e a livello proteico è predetta deleteria sia da Mutation Taster 
che LRT. 
Confrontando la presenza di mutazioni patogenetiche con la risposta alla 
terapia è stato osservato che nei pazienti a risposta completa e a risposta 
parziale è ricorrente la presenza di almeno una mutazione deleteria. Nello 
specifico, tre pazienti hanno avuto una risposta completa e due di questi 
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hanno almeno una mutazione patogenetica. Nove pazienti hanno una 
risposta parziale, solo due di questi non hanno mutazioni patogenetiche; 
quindi tra quelli a risposta parziale circa il 77% ha almeno una variante 
deleteria. Nei due pazienti in progressione non è stata identificata alcuna 
mutazione deleteria. Questi risultati potrebbero essere utili per identificare 
le pazienti con una maggiore probabilità di rispondere almeno parzialmente 
a questa terapia. Dividendo le pazienti tra “responder” e “non responder” 
vengono diminuite le classi di confronto e si ottengono dieci pazienti 
“responder” e quattro pazienti “non responder”. Nei pazienti classificati 
come “responder” il 70% ha almeno una mutazione patogenetica. Tra i non 
responder non ci sono differenze tra le pazienti con varianti deleterie e non. 
È importante ricordare che la risposta alle terapie è un fattore che può 
variare molto da paziente a paziente, e ciò può non dipendere solo dal 
genotipo. Il numero di pazienti analizzato non è sufficientemente numeroso 
da permettere conclusioni definitive in merito; inoltre non tutti i pazienti 
hanno ricevuto uguali cicli di terapia, a causa di eventuali effetti collaterali. È 
importante sottolineare che in 11 pazienti sono state identificate mutazioni 
patogenetiche, evidenziando come la tecnologia NGS “Ion Torrent” potrebbe 
effettivamente essere utile per migliorare le scelte terapeutiche. La 
mancanza di coerenza nelle informazioni disponibili in letteratura per le 
varianti a significato incerto, complica notevolmente l’interpretazione dei 
dati ottenuti. 
Questi risultati sono incoraggianti e sarebbe interessante aumentare la 
casistica analizzata per chiarire se le mutazioni patogenetiche riscontrate 
sono effettivamente predittive di una risposta positiva alla terapia. Nelle 
pazienti in cui non è stata identificata alcuna mutazione deleteria potrebbe 
essere d’interesse verificare lo stato di metilazione dei promotori o indagare 
la presenza di grandi riarrangiamenti. Per le mutazioni osservate per la prima 
volta sarebbe opportuno eseguire l’analisi di perdita dell’eterozigosità (LOH) 
poiché sarebbe un ulteriore indizio a favore della loro deleteriosità. Qualora 
fossero disponibili, sarebbe utile anche eseguire, per queste varianti, dei 
saggi funzionali. 
Questo studio evidenzia l’innovazione apportata dalle nuove tecnologie. 
Infatti mentre il sequenziamento di Sanger, già per pochi geni, richiede un 
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grande impiego di tempo nell’esecuzione delle tecniche utilizzate ed un 
relativo breve tempo nell’analisi degli elettroferogrammi ottenuti, le 
tecniche di NGS ribaltano totalmente la situazione. Le tempistiche, per 
l’applicazione tecnica necessaria allo studio di molti geni in molti pazienti, 
vengono ridotte in modo notevole; aumenta però il numero di dati ottenuti 
da interpretare, soprattutto nel caso in cui si analizzino geni ancora poco 
studiati. Ad oggi l’analisi bioinformatica dei dati ottenuti rimane il collo di 
bottiglia principale, sia per i tempi di esecuzione che di interpretazione dei 
dati. 
Dal punto di vista dei costi il sequenziamento con il PGM si è rivelato molto 
vantaggioso: prendendo come esempio i costi dei reagenti per sequenziare 
24 geni in 8 pazienti, il costo unitario per paziente si aggira intorno ai 1400€, 
mentre per singolo gene il costo è di circa 60€ ciascuno. Un recente studio 
che valuta l’analisi dei geni BRCA1/2 a fini diagnostici utilizzando il PGM, ma 
con una preparazione delle librerie differente da quella adottata in questa 
tesi, analizzando 30 pazienti alla volta, stima il costo per ciascun paziente a 
soli 250€ per entrambi i geni, quindi, fino a 10 volte inferiori rispetto al 
sequenziamento di Sanger (Tarabeux, Zeitouni et al. 2013). In ambito ricerca, 
l’acquisto del pannello dei primer multiplex consiste in una grande spesa, 
compensata dall’elevato numero di reazioni disponibili: oltre 9000. Il vero 
costo di tale tecnica risiede nell’acquisto dei reagenti per la preparazione 
delle librerie. Nonostante sia possibile aumentare la resa per singolo kit con 
alcune accortezze sperimentali, questa spesa rimane alta.  
Un pannello Ampliseq personalizzato come quello utilizzato in questa tesi 
potrebbe rivelarsi di utile supporto alla routine diagnostica effettuata con la 
tecnologia Sanger. Infatti, nei casi in cui degli individui con un alto rischio di 
essere portatori di mutazioni risultassero negativi ai test genetici eseguiti di 
routine, la tecnologia Ion Torrent sarebbe un utilissimo supporto nell’analisi 
di geni mutati a minor frequenza. 
Questo sistema potrebbe inoltre essere utilizzato per fare screening nei 
pazienti oncologici anche a non sospetta familiarità: infatti è possibile 
trovare mutazioni patogenetiche, anche in questa categoria di pazienti. 
L’individuazione di tali mutazioni potrebbe essere utile per permettere la 
scelta di efficaci strategie di tipo profilattico come la mastectomia o 
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terapeutico come ad esempio quelle basate  su gli inibitori dell’enzima PARP. 
Infine l’elevato numero di informazioni genetiche derivanti da questa 
tecnologia potrebbe aumentare la complessità del processo di consulenza 
genetica dovendo affrontare con il paziente il problema di comunicare sia 
risultati la cui valenza patologica non è certa che quello di varianti in geni 
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